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Préface

Unelenteévolution,lente,lente,seproduitelledanslespratiquesuniversitairesfrançaises?
Deslivresscientifiquesenfrançaisdeviennentdisponibles.Entrenteans,onavudisparaître
lesgrosclassiquesd’avantguerre, démodés, puissortirquelqueslivresquiétaientessen
tiellementdesnotesdecoursaméliorées,peudiffuséessansdouteparcequecorrespondant
davantageàunbesoinlocalqu’àunetentativesérieusederénoverlapédagogie.Puisdes
traductionsplusoumoinsprofondémentremaniéesdelivresaméricains.Etenfinquelques
ouvragesàsuccès,dontlegrandnombred’éditions,etletirage,ontdûremplird’aiseau
teursetéditeurs–etcelaparcequ’ilssontutilesauxétudiantsetqu’ilssontoriginauxpar
rapportàleurshomologuesétrangers.

S’ilnousétaitpossibledepuisquelquesannéesdeconseillerauxétudiantsdeseprocurer
pourlaChimieOrganiquele«H.&C.»,oudeleurindiquerqueleniveaudeChimiePhy
siqueatteintenDEUGétaitceluidela15 e éditiondu«A»,ilétaitbiendifficilejusqu’ici
depouvoirmisersurunlivred’introductiongénéraleenChimieAnalytique.Le«R»,le
Rouessac,vapouvoircomblercettelacune.

«AnalyseChimique», enfait, tel est sontitre. Il yaquelquesannées, descollègues
spécialisésenChimieAnalytiquem’avaienteffectivementexpliquéquejeconfondaisleur
domaineetl’analysechimique:laChimieAnalytiqueétaitunesciencedésincarnée,éloi
gnéedesbassesapplications,cellesdel’analysechimique(notezlejeud’initialesmajus
culesetminuscules).Pourtant,jen’encroisrien,etjen’aijamaissusilecoursdeChimie
Analytiquequej’aiintroduitàStrasbourgilyaunequinzained’annéesétaitCecioucela.
LeRouessacestl’unoul’autre.Sonsoustitreestplusexplicite:ils’agitde«Méthodeset
TechniquesInstrumentalesModernes».Explicite,maispeuinformatif:l’analysechimique
s’esttoujoursfaiteàl’aided’instruments,etilsn’ontjamaiscessédesemoderniser.Pendant
longtemps,leplusimportantaétélabalance;ilresteessentiel(etonpeutespérerqu’une
prochaineéditionduR.décriracequ’estdevenuecetteméthodeinstrumentalemoderneil
ysuffiradequelquespages).

Aujourd’hui, cesontdesméthodesbienplusvariéesetpluscomplexesquifontlaloi
dansleslaboratoires. LeR.lesdécritdefaçonsystématiqueetsimple,maisprécise.Que
cesoitpourlesméthodesdeséparationcomme,biensûr,touteslesvariantesdeschroma
tographies,oupourlesméthodesd’identificationstructuraleonytrouverauneintroduction
bienéquilibrée. Livred’enseignement, leR. l’est danslamesureoùunchimistequi en
connaîtraittoutlecontenu(etauraitreçuuneinitiationpratique,biensûr)neseraitguère
enpeinedeserendreutiledansn’importequellaboratoire.Livred’enseignementréussi,il
l’estaussi,parlesoinqu’ilmetauxexplications.



VI Préface

Unepréfaceélogieusesedoitd’évoquerdefutureséditions.Danscesnouvellesversions,
j’espèrequeF.Rouessacetsonépousepourronttrouverlaplacedequelquescompléments:
surlabalance,jel’aidit,maisaussisurlesméthodesélectrochimiques,l’échantillonnage–
sirarementdiscuté–,etsurletraitementdesdonnéesnumériques(conservationdesdonnées
primaires,archivage,traitementsstatistiques,présentationsgraphiques,etc.).

GuyOurisson
Membredel’AcadémiedesSciences

23avril1992.
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Avant-propos

Cemanuelestdestinéàdonnerunensembledeconnaissancesdebasesurlesméthodes
lesplussouventrencontréesactuellementenanalysechimique,qualitative,quantitativeet
structurale, dansdessecteursaussivariésqueconstituentlesindustrieschimiques, phar
maceutiques, agroalimentaires, ainsiqueceuxdel’environnementetdesréglementations
diverses.

Lesméthodespasséesenrevuedanscetouvragesontclasséesenméthodesséparatives,
méthodesspectralesetautresméthodes.Chacuned’ellesfaitl’objetd’uneétudequis’ap
puiesurlesidéesdebasepourseprolongerparlesprincipalestechniquesinstrumentales
correspondantes.L’ensembleestillustrédephotographies,denombreuxdessinsetschémas
deprincipe,dontbeaucoups’inspirentd’instrumentsréelsetdedocumentsobtenusauprès
desconstructeurs.Afindemaintenirunetailleraisonnableàl’ensembledecetouvrage,les
méthodesplusrarementutiliséesoucellesenévolutionrégressive,n’ontpasététraitées.

Rédigéaussiclairementquepossible, letextes’adresseàunlargeéventaild’étudiants
desIUT(Départementschimie, mesuresphysiques, biologieappliquée...), desclassesde
technicienssupérieurs(BTS), despremierscyclesuniversitaires(DEUG, DEUST), ainsi
qu’auxétudiantsdessecondscyclesscientifiques(licence, IUP, DESS)quiveulentcom
pléterouretrouverdesconnaissancesdebase,étudiéesdemanièrefragmentaire.Celivre
devraitégalementêtreutileauxparticipantsdecyclesdeformationcontinue,auxformations
duCNAMetauxagentsdemaîtrisedel’industrie,confrontésauxproblèmesd’analysede
composéschimiquesouquiontl’intentiondepréparerdesconcours.Lesbesoinsenana
lysechimiquedansdessecteursprofessionnelsquienétaientrestésàl’écart,alliéeauchoix
grandissantdestechniquesetinstrumentsdisponibles,justifientégalementl’informationet
lamiseàniveaudenombreusespersonnesdontlesconnaissancesnécessitentunrecyclage.

Celivreaétéconçupourrépondreauxbesoinsdeslecteursdansledomainedelachi
mieanalytiqueappliquéeentantqu’outilutilisédansbeaucoupdesciencesexpérimentales
etdomainesdivers.Lesconnaissancesrequisespourabordercetouvragecorrespondentà
cellesdesétudiantsenpremièreannéedespremierscyclesuniversitaires,voirepourl’es
sentielàcellesdesbacheliersscientifiques.Lesauteurssesontdonclimitésaurappeldes
principesfondamentauxetonttenucomptedel’évolutiondesconnaissancesdesétudiants
dontl’approchedesphénomènesphysiquesetlebagagemathématiqueontévolué.Letexte
comporteunminimumderappelsthéoriquessurlesphénomènesconcernés,afindenepas
écarterunepartiedeslecteursauxquelscelivreestdestiné.Lesintéresséspourront,siné
cessaire,aborderultérieurement,sansdifficultémajeure,lalectured’ouvragesspécialisés,
enayantacquisaveccelivreunevisiond’ensembleassezcomplètedesméthodesactuelles
etdeleursaspectspratiques.



XVIII Avant-propos

Lecontenudecelivrereflèteaussileprofondchangementdanslestechniquesanalytiques
deslaboratoires,quirésultedel’accroissementdelademande,duvolumedesdonnéesqui
enrésulte,del’informatisationetdesbesoinsnouveauxenanalysesdetracesnotamment.

Présenterplusd’unevingtainedeméthodes, avecdesexercices(et leurcorrigés)sur
environ450pagespeut semblerundéfi, chacuned’ellespouvant fairel’objet d’unlong
développementcomptetenudugrandnombred’applicationsdontellesfonttoutesl’objet.
C’estlaraisonpourlaquellelesauteursontpréféréselimiteràlaprésentationdesoutils
plutôtquededécriretoutcequeleurusagepermetdefaire. Seuleslesméthodesontun
caractèreuniversel.Lesapplicationsontdoncétésimplementchoisiesdansunbutillustratif.

Celivreapouroriginelecoursetlestravauxdirigéseffectuésauxétudiantsdel’IUTdu
Mansdepuisdenombreusesannées. Cettenouvelleéditionaétéactualiséeetcomplétée,
parrapportàlaprécédente.Uneversionprochedela4 e éditiondecetouvrageaététraduite
enlangueanglaise.ElleapourtitreChemicalAnalysis,ModernInstrumentationMethods
andTechniques, JohnWiley&Sons(Chichester, 2000). La5 e éditionaététraduiteen
langueespagnole.ElleapourtitreAnàlisisQuimico.MethodosyTécnicasInstrumentales
Modernas,McGrawHillInteramericanadeEspana,S.A.U.

LesauteursremercientDanielCruché,Professeuragrégéàl’IUTduManspoursessug
gestionsetquiacomplété,pourcertainschapitres,lenombredesexercicesproposés.

Ilsremercientégalementtouteslessociétésfrançaisesetétrangèrescontactéespourleur
informationetquionttoujoursrépondufavorablement.Leuraideaététoutàfaitprécieuse,
étantdonnéquel’instrumentationanalytiqueestunsecteurquis’imprègnesansretarddes
progrèstechnologiquesdansdesdomainestrèsvariés.

LesauteursexprimentenfinleurvivereconnaissanceauprofesseurGuyOurisson,Pré
sidentdel’AcadémiedesSciences,pourlegrandhonneurqu’illeurafaitenacceptantde
préfacerlespremièreséditionsdecelivre.

LeMans, Juillet2004 F.Rouessac&A.Rouessac

Listenonexhaustivedessociétésquiontaimablementacceptédefournirdesrenseigne
mentsetdocuments,dontcertainssontreproduitsdanscelivre:

AgilentTechnologies,AmericanStressTechnologies,Anotec,Antek,Arelco,Asoma,ATI,ATS,
Aurora,BioRad,Bosch,Bruker,Camag,CarboneLorraine,Chrompack,Ciba,CTTM,DaiisoCom
pany,Desaga,Dionex,DuPont,EG&GORTEC,ErbaScience,ETPScientific,Eurolabo,Finnigan,
FisonsInstruments,Foxboro,Galileo,GrasbyElectronics,Hamamatsu,Hamilton,ImagingSensing
Technology,Jeol,Jenway,JobinYvon,JordanValley,Labsystems,LeemanLabs.,Leybolds,Merck,
Metorex,Metrohm,MettlerToledo,MicrosensorTechnology,Nicolet,Oriel,Ortec,OxfordInstru
ments, PerkinElmer, PESciex, PharmaciaBiotech, Philips, Photovac, PolymerLab., PSS, Rheo
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Introduction

Lachimieanalytiqueestunescienceprochedelachimiephysique.Elleserapporteàl’étude
ducomportementchimiqueetphysiquedescomposéspursouensolutionsoumisàdiverses
conditions. Encelac’est unesciencefondamentaleet quelquefoisabstraite. Elleaaussi
pourrôled’interpréterlesinformationsrecueillies.Maisonlaperçoitsouventsoussonas
pectappliqué,ayantpourobjetdemettreenœuvredesméthodesappropriéesdanslebut
d’acquérirdesinformationssurlanature,lacompositionetlastructuredecomposéspré
sentsdansdeséchantillonsvariés.Cetaspectréduitdelachimieanalytiquen’estautreque
l’analysechimiquequirassembletouteslesméthodesetprocédéspermettantderésoudre
lesproblèmesconcretsd’analyse.Letermechimiquerappellequ’ils’agitdel’analysedes
élémentschimiquesetdescomposésdéfinisquiendérivent.

Sonétudeimpliqued’aborderdesdomainesdeconnaissancesvariés.C’estunescience
multidisciplinaire,detransfert,dontlesretombéessefontdanstouteslessciencesexpéri
mentales.Ellefaitappelpourparveniràsesfinsàbeaucoupdenotionsdontcertainessont
fortéloignéesdelachimie,ausenshabitueldeceterme.

Enanalysechimique,ilestd’usagededistinguerdeuxcatégoriesdeméthodes.Lapre
mièreregroupelesméthodeschimiquesproprementditesquimettentenjeulespropriétés
chimiquespourobtenirl’informationchimiquesurlamatièretraitéeetlaseconde,doréna
vantaupremierplan,quicomprendlesméthodesphysiquesetphysicochimiquesutilisant
despropriétésparticulièresdelamatièrepouraboutiràdesmesuresenrelationaveccette
mêmeinformationchimique.

Lesméthodestraditionnelles, ditesparvoiehumide, —àl’originedutermedechimie
analytique—ontbeaucoupdiminuéd’importance.Lesanalysesactuelles,dontplusdela
moitiéconcernedescomposésàl’étatdetraces, évitenteneffetdemettreenjeudesré
actionschimiquesparcequesouventcesméthodessontlaborieuses,nécessitentdeséchan
tillonsimportantscarmoinssensiblesetrisquentd’êtrefausséessiondoitutiliserdesréac
tifsdontlapuretéestinsuffisante.

Enrevanche,ungrandnombred’analysess’effectuentparl’intermédiaired’instruments
variésquel’ontrouvesouventinstallésailleursquedansdeslaboratoiresd’analysesclas
siques.Beaucouprelèventparexempledelaspectroscopieappliquée.Ainsiestnéel’ana
lyseinstrumentaleavecsonformidablearsenaldeprocédés, grâceauquell’analysteestà
mêmederépondreàdesdemandesdeplusenplusnombreusesetvariées

Lachimieanalytiqueestindispensabledansdenombreuxsecteursautresqueceux,tra
ditionnels,delachimieoudelaparachimie.Elleestdeplusenplusprésenteauseindes
activitéshumaines.Ainsionlaretrouvedanslemédical(elledéboucheainsisurlesdiag
nostics), labiochimie, l’agroalimentaire, l’environnement(pollution), lasécuritédansun
mondesouventdangereuxetdansdenombreuxsecteursindustriels.
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Tout unchacunenbénéficie. Il n’est qu’àprendrepourexemplestouteslesanalyses
surlaqualitédel’air,del’eau,desalimentsetautresproduitsessentiels,qu’entraînentles
réglementationsmisesenplaceauniveaudel’Europe,ouconcernantlalibrecirculationdes
produits.

Parmilestendancesactuellesdel’analyseonobserveuneaugmentationdesinstruments
portableset miniaturisés, desanalyseursspécifiquespourlesdrogues, lesexplosifs, les
odeurs,lesprocédés,etdesapplicationsquitouchentl’environnement,labiopharmacie.

Chromatographie
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Chromatographie
gazeuse

28%

17%14%11%
9%

4% 17%

Infrarouge Spectrométrie
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Autres
méthodes

LIMS

Spectrométrie
UV/VIS

Pour2003,lechiffred'affairemondial
prévuestdel'ordrede20milliardsd'Euros

Analysemoléculaire

Unefaçondedéfinirl’importanced’unetechniqueestdesereporterauxstatistiqueséco
nomiquesconcernantlesventesdesinstrumentscorrespondants. Ladiffusiond’unetech
niqueserépercutesurlaprobabilité, pourl’analyste, delarencontrerdanssavieprofes
sionnelle.Ainsi,lastatistiquecidessusfaitapparaîtrequelachromatographie,àelleseule,
représenteunelargepart duchiffred’affairesdel’instrumentationd’analysemoléculaire
(paroppositionàl’analyseélémentaire, 2foismoinsimportante). Danscedomainerien
n’estfigé.Dessecteursnouveauxdel’analyseémergent,desméthodesfontleurapparition.
Parailleurs,l’aspectéconomiquen’estpasleseulquidoitêtreprisencomptepourdéfinir
l’importanced’uneméthode. Pourcertainesanalyses, uneméthode, mêmetrèsrare, peut
êtrelaplusimportante, dèslorsqu’elleest laseuleàpermettrederésoudreleproblème
posé.

L’analysechimiquefaitpreuvedebeaucoupd’innovations.L’évolutiondestechnologies
apermislaréalisationd’instrumentstrèsperformants,apportantdespossibilitésnouvelles,
notammentavecl’introductiondesméthodescoupléesetdesméthodesnondestructives,—
domaineducontrôlenondestructif—quisecontententdepetitséchantillonsnenécessitant
pas,outrèspeu,depréparationpréalableàlamesure.Lesutilisateurspeuventdésormaisac
quérirdesappareilsquirépondentàdesnormesdeprécisionetdequalité,nécessairespour
accéderàlacertification,étapeimportantesinonsuffisante,pourfairereconnaîtreofficiel
lementlaqualitédesrésultatsdulaboratoire.Cesprocéduresd’accréditationsontimposées
pardenombreuxorganismesdecontrôledetouspays.

Pourmeneràbiencesétudes,l’analystedoitêtreforméauxdifférentestechniques.Ildoit
êtreexpertetconnaîtrelesconceptsdebasedelachimie,sachantqu’ilarrivesouventqu’un
composépuisseêtredosépardesméthodesdifférentes.Choisirunebonneméthode,etsi
possiblelameilleure,exigelaconnaissancedebeaucoupdeparamètres.Ondoitseposer
toutunensembledequestions:
 dequeltyped’échantillons’agitil(acier,terre,eau...)?
 estceunconstituantmajeur,mineurouàl’étatdetrace(moinsde0,01%)?
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 s’agitild’uneanalysepartielleoucomplètedel’échantillon?
 l’échantillondoitilêtrerécupéréaprèslamesure?
 l’analysedemandéeestelleuniqueouseratellerépétitive?
 quelestledegrédeprécisionnécessaire?
 disposetondupersonnelcompétentpourmeneràbienl’analyse?
 quelseralecoûtdel’analyse?
 quelestlelapsdetempsdontondisposepourfournirlerésultat?
 quelleestlafiabilitédesrésultatsdelaméthodeenvisagée?
 quellessontlesconséquencesd’erreurspossibles?

Ainsilorsqu’unnouvelobjectifd’analyseaétédéfini,leproblèmedoitêtreabordémé
thodiquement.

Audépart, comptetenudelanaturedel’analyteàdoser, ondoit fairelechoixdela
méthode:méthodespectroscopique,électrochimique,séparative...

Puisvientlechoixdelatechnique:si,parexemple,onachoisilaméthodechromato
graphique,feratonappelàlachromatographieenphasegazeuseouàlachromatographie
enphaseliquide?

Maisavantdecommencerl’analyse, seposeégalementlechoixduprocédé relatifau
prélèvementetautraitementpréalableàfairesubiràl’échantillon,

Enfinlesuivid’unprotocolecorrespondaumodeopératoireretenu. C’estla«recette
dudosage»,généralementunprocessusfaisantl’objetdenormesdéfinies(AFNOR).Cette
normalisationportesurlastandardisationdesétapes,delapréparationdel’échantillonàla
conduitedesmesures.

Lesrésultats,enfin,serontétablissuivantlesnormesenvigueur,etlesdonnéesbrutesde
l’analyseserontconservées,parexemplesousformed’unfichierinformatiquequinepeut
êtreréécrit.Cetaspectimportantdutravailafaitl’objetdetextesofficielsconnussousle
nomdeBonnesPratiquesdeLaboratoire,ouBPL.

Pourconseillerlameilleureméthodeafinderésoudreleproblèmed’analyse,ilexisteune
science,appeléechimiométrie.Elleapourbutdevenirenaideàl’analyste,enfonctiondes
impératifsexigésetselonplusieursorientations:méthodologieappropriée,pland’échan
tillonnageminimum,traitementdesdonnéesetinterprétationdesrésultats.Ens’appuyant
surl’outilinformatique,ellechercheàapporteruneréponsecorrecteparexploitationdes
résultatsaumoyendesméthodesstatistiquesafinderéduirelenombred’essaispourles
analyseslonguesoucoûteuses.

Enconclusion,lachimieanalytiqueenglobel’analysechimiqueetlachimiométrie:
 L’analysechimiquequi apourbut dedonnerdesrésultats, généralement quantitatifs

(concentrations);
 lachimiométriequiregroupel’ensembledesméthodesd’exploitationetd’interprétation

desrésultatspourrésoudreleproblèmeposé.
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L’INVENTIONDELACHROMATOGRAPHIE

Onacoutumed’attribueràMichel Tswett l’invention, peuaprès1900, delachromato
graphieactuelle. Autraversdesespublicationssuccessives, onpeuteneffetreconstituer
sadémarcheintellectuellequienfaitunpionnier, sicen’estl’inventeur, decetteimpor
tanteméthodeséparative.Sondomainederechercheétaitliéàlabiochimiedesplantes.À
sonépoqueonsavaitextraireavecdel’éthanollachlorophylleetlesautrespigmentsdes
plantesvertes, souventdesfeuilles. Enévaporantcesolvant, ilrestaitunextraitnoirâtre
quipouvaitêtreredissousdansbonnombred’autressolvantsetenparticulierdansl’éther
depétrole(ondiraitmaintenantdessolvantspolairesounonpolaires).Cependantonne
comprenaitpasbienpourquoicederniersolvantétaitincapabled’extrairedirectementla
chlorophylledesplantes.Tswettémitl’hypothèsequedanslesplanteslachlorophylledevait
êtreretenuepardesforcesquilafixaitsurlacellulose,empêchantainsil’étherdepétrole
del’extraire.Ilentrevoyaiticileprincipedel’adsorption.Pourtestercettehypothèseileut
l’idéededissoudrel’extraitdepigmentsdansl’étherdepétroleetd’ajouterdupapierfiltre
(cellulose),commesuccédanédutissudesfeuilles.Ils’aperçutalorsquelepapiercaptaitla
teinteetqu’enajoutantdel’éthanolaumélangeonpouvaitréextrairecesmêmespigments.
Enprolongementdecetravail,ildécidadefairedesessaissystématiquesavectoutessortes
depoudresdontilpouvaitdisposer.Pourgagnerdutemps,ilavaitréaliséunmontagequi
luipermettaitdefaireplusieursessaissimultanément.

Il plaçait lespoudresàtesterdanslestubeset il ajoutait àchacund’euxunesolution
despigmentsdansl’étherdepétrole. Celaluipermitd’observerquedanscertainstubes
lespoudreslaissaientapparaîtredesanneauxsuperposésauxcouleursdifférentes,cequi
témoignaitquelaforcederétentionvariaitaveclanaturedespigmentsprésents.Enrin
çantlescolonnesavecdessolvantsdifférents,ilputrecueillirséparémentcertainsdeces
constituants.Lachromatographiemoderneétaitnée.C’estunpeuplustard,en1906,qu’il
rédigealapublication(paruedansBer. Dtsch. Botan., Ges.), danslaquelleil écrivit le
paragrapheleplussouventcité:«Commelesradiationslumineusesdanslespectre, les
différentscomposantsd’unmélangedepigments,obéissantàuneloi,setrouventséparés
surlacolonnedecarbonatedecalciumetpeuventensuiteêtredéterminésqualitativement
etquantitativement.J’appelleunetellepréparationunchromatogrammeetlaméthodecor
respondantelaméthodechromatographique».



Chapitre1

Chromatographie,
aspectsgénéraux

Lachromatographieest uneméthodedeséparationdesconstituantsprésentsdansdes
mélangesvariés. Ellesert enanalysepouridentifieret quantifierdescomposésausein
d’échantillonsdivers. Leprincipedebasereposesurleséquilibresdeconcentration
qui apparaissent lorsqu’uncomposéest misenprésencededeuxphasesnonmiscibles.
Enchromatographie,l’une,ditestationnaire,estemprisonnéedansunecolonneoufixéesur
unsupportetl’autre,ditemobile,sedéplaceaucontactdelapremière.Siplusieurscompo
séssontprésents,ilssetrouvententraînésàdesvitessesdifférentes,provoquantleursépara
tion.Ceprocédéhydrodynamiqueadonnénaissanceàuneméthodeanalytiqueinstrumen
talequiauntrèsgranddomained’applicabilitéetparsuitesetrouvetrèsrépandue.Aucun
laboratoireanalysantdescomposésmoléculairesnepeutignorerlachromatographie.

1.1GÉNÉRALITÉSSURLACHROMATOGRAPHIEANALYTIQUE

Lachromatographieestunprocédéphysicochimiquedeséparation,aumêmetitrequela
distillation,lacristallisationoul’extractionfractionnée,desconstituantsd’unmélangeho
mogèneliquideougazeux.Lesapplicationsdeceprocédésontdoncpotentiellementtrès
nombreuses, d’autant plusquebeaucoupdemélangeshétérogènesousousformesolide
peuventêtremisensolutionparemploid’unsolvant(celuiciapparaissantcommeuncom
posésupplémentaire).

L’expériencedebaseenchromatographiepeutêtredécritecommesuit(fig.1.1):
1. Onimmobilisedansunecolonneunsolidefinementdiviséappeléphasestationnaire.
2. Onplaceausommetdecettecolonneunpetitvolumedel’échantillonàséparer.
3. Onforcecet échantillonàtraverserlacolonnedehaut enbasaumoyendelaphase

mobileafind’entraînersesdiversconstituants. Silescomposésprésentsmigrentàdes
vitessesdifférentes, ilspourrontêtrerecueillisséparément, chacunensolutiondansla
phasemobile.
Endehorsdecetteexploitationdelachromatographiequiperduredepuissonorigine,ce

procédéestdevenuensoiuneméthoded’analyselorsqu’oneutl’idéedemesurerlestemps
demigrationdescomposésdanslacolonnepourlesidentifier.Pourcelaildevenaitindis
pensabledemaîtrisercertainsparamètres(débits,température...)etilfallaitplacerensortie
decolonneundétecteurpourrepérerleschangementsdecompositiondelaphasemobile.
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Cetteapplicationdelachromatographie,dontlebutn’estplusderécupérerlescomposés
séparésmaisdemesurerleurstempsdepassagedanslacolonnes’estdéveloppéelentement.

Ech.

Ech.

Ech.

PM
PM PM

PM

C

a b c d

PS

PS b

b

a

a

c

c

12 3...

PS

Figure1.1 L’expériencedebaseenchromatographie.
a)LesingrédientsnécessairesC,colonne,PS,phasestationnaire,PM,phasemobileet
E,échantillon;b),ledépôtdel’échantillon;c)ledébutdel’élution;d)larécupération
desproduitsaprèsséparation.

L’identificationd’uncomposéparchromatographiecorrespondàuneméthodecompara
tive.

Pouridentifieruncomposé, dont onnesait s’il s’agit deAoudeB, parlaméthode
chromatographique,oncomparesontempsdemigrationàceuxdesdeuxcomposésderéfé
renceAetB,ceci,sanschangerd’appareillageetenseplaçantdanslesmêmesconditions
expérimentales.

Dansunetelleexpériencedechromatographieanalytique,onn’apaseffectuédessépara
tions(ils’agitdeproduitspurs)maissimplementrepérédestempsdemigration.Cependant
ilapparaîttroispointsfaiblesàcetteméthode:leprocédéestassezlongdemiseenœuvre,
l’identificationn’estpasabsolue,etlecontactphysiqueentrel’échantillonetlaphasesta
tionnairepeutmodifiersespropriétésàdemeure,enparticulierlestempsderétention.

Ceprocédéparticulierdefractionnement est né, soussaformemoderne, audébut du
siècledernierdestravauxdubotanisteMichaëlTswettàquionattribueégalementl’inven
tiondestermesdechromatographieetdechromatogramme.

Latechniques’estconsidérablementamélioréedepuissesdébuts. Ondisposeactuelle
mentdechromatographespilotéspardeslogicielsquirassemblentautourd’unecolonne
performanteetminiaturisée–pourpouvoirséparerdesmicroquantitésd’échantillon–tout
unensembled’accessoiresdestinésàassurerlarépétabilitédesexpériencessuccessivespar
lamaîtriseparfaitedesdifférentsparamètresdeséparation.Pourdesanalysessuccessives
d’unmêmeéchantillon,réaliséesdansdesconditionsidentiquesàplusieursheuresd’inter
valle,lestempsderétentionsontreproductiblesàlasecondeprès(fig.1.2).

Chaqueséparationeffectuéedonnelieuàunenregistrementparticulierappeléchromato
gramme,quicorrespondautracédesvariationsdecompositiondelaphaseéluéeaucours
dutemps.Pourobtenircedocumentparticulier,ilfautplaceràl’extrémitéavaldelacolonne
uncapteurdontilexisteungrandnombredevariantes.
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Figure1.2 Principedel’analyseparchromatographie.
Lechromatogramme,passageobligédetouteanalysechromatographique,estobtenu
àpartirdesvariationsenfonctiondutempsd’unsignalélectriqueenvoyéparledétec-
teur.Il estsoitprésentéentempsréel soitendifféréàpartirdesvaleursinstantanées
misesenmémoiredansunmicro-ordinateur. Leslogicielsdechromatographierecal-
culentcesvaleurspourêtremisesauformatdésiré(a,imprimante).Pendantlongtemps
il aétéobtenuavecunsimpleenregistreurgraphiqueouunenregistreur-intégrateur
(b). Chromatogrammeillustrantlaséparationd’unmélangede3constituantsprinci-
paux.Noterl’ordred’apparitiondespicsencorrespondanceaveclapositiondechaque
constituantdanslacolonne.

L’identificationd’uncomposémoléculaire, àpartirduchromatogramme, est quelque
foisaléatoire.Unemanièreplussûreconsisteàassocierdeuxtechniquescomplémentaires.
Onréunit,parexemple,unchromatographeetunsecondappareil«enligne»,telunspec
tromètredemasseouunspectromètreinfrarouge.Cesméthodescouplées,dusecondordre
(oubidimensionnelles)permettent derécupérerdeuxtypesd’informationsindépendantes
(tempsdemigrationet«spectre»).Onpeutalorsdétermineraveccertitudelacomposition
demélangescomplexesoulaconcentrationdecertainscomposésàpartirdequantitésde
l’ordredunanogramme(analysesdeconfirmation).

1.2LECHROMATOGRAMME

Lechromatogrammeestunecourbequitraduitlavariationaucoursdutempsd’unpara
mètrereliéàlaconcentrationinstantanéedusolutéensortiedecolonne(fig.1.3).Letemps
(outrèsrarementlevolumed’élution)estportéenabscisseetl’intensitédusignaldedé
tectionenordonnée.Lalignedebasecorrespondautracéobtenuenl’absencedecomposé
élué.Laséparationestcomplètequandlechromatogrammeprésenteautantdepicschroma
tographiquesrevenantàlalignedebasequ’ilyadecomposésdanslemélangeàanalyser.

Unconstituant est caractériséparsontempsderétentiont R, qui représenteletemps
écouléentrel’instantdel’injectionetceluiquicorrespondsurlechromatogrammeaumaxi
mumdupicqui lui est lié. Danslecasidéal tR est indépendant delaquantitéinjectée.
Unconstituantnonretenusortdelacolonneautempst M,appelétempsmort (1) (désigné
égalementpart 0).

(1)Lessymbolesutiliséssuiventlesrecommandationsdel’IUPAC– Pure&Appl.Chem ,65(4),819,(1993).
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Ladifférenceentreletempsderétentionetletempsmortestdésignéeparletempsde
rétentionréduitducomposét R.

Enanalysequantitativeonsecontenteleplussouvent debienséparerdumélangele
oulesconstituantsàdoser. Si lesignal envoyéparlecapteurvarielinéairement avecla
concentrationd’uncomposé,ilenserademêmedel’airedupiccorrespondantsurlechro
matogramme.
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Figure1.3 Picschromatographiques.
a)Notiondetempsderétention;b)exempledetracédelafonction1.2;c)signification
destroisparamètresclassiquesetrésumédescaractéristiquesd’unecourbedeGauss;
d)unexempledechromatogrammeréel qui montrequel’élutiondescomposéspeut
conduireàdespicsquiressemblentvraimentàdescourbesgaussiennes.
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1.3PICSD’ÉLUTIONGAUSSIENS

Unpicd’élutionidéal, surunchromatogramme, alemêmeaspect quelareprésentation
graphiquedelaloi Normalededistributiondeserreursaléatoires(courbedeGauss1.2,
cf.§22.3).Enconservantlesnotationsclassiques, mcorrespondiciautempsderétentionet
s àl’écarttypedupicd’élution(dontlecarrésymboliselavariance).yreprésentelesignal,
enfonctiondutempsx,dudétecteursituéensortiedecolonne(fig.1.3).

C’estpourquoi,afindemodéliserlesignald’unpicd’élutionparfaitd’unconstituant,on
sesertdelafonction«densitédeprobabilité»(1.2).

y =
1

s
√

2p
· exp −(x −m)2

2 s2 (1.1)

y =
1√
2p

· exp −x2

2
(1.2)

Cettefonctioncaractériseunecourbepaire(maximumpourx = 0, y = 0,399)qui
possèdedeuxpointsd’inflexionpourx = ±1(fig.1.3),dontl’ordonnéeestde0,242(soit
60,6%delavaleurdumaximum)etdontlalargeurauxpointsd’inflexionestégaleà2 s ,
(s = 1).

Enchromatographie, ddésignelalargeuràmihauteur( d= 2,35 s)et s2 lavariancedu
pic.Lalargeur«àlabase»dupic,appelée v estmesuréeà13 ,5%delahauteur,pointoù,
lacourbeétantgaussienne,ona v = 4s pardéfinition.

Leschromatogrammesréelssontquelquefoisloindeprésenterdespicsd’aspectgaussien.
Ilyaplusieursraisonsàcela.Enparticulierilseproduituneirrégularitédeconcentration
danslazonededépôtdelasubstanceentêtedecolonne. Deplus, lavitessedelaphase
mobileestnulleauniveaudelaparoi etmaximumaucentredelacolonne. L’asymétrie
observéed’unpicesttraduitepardeuxparamètresappelésfacteurd’asymétrie(F a)etfacteur
detraînée(F t ),mesurésà10%desahauteur(pourlasignificationdeaetb,voirfigure1.4):

Fa =
b
a

(1.3)

Ft =
a+b

2a
(1.4)

1.4MODÈLEDESPLATEAUX

Depuisundemisiècle, différentesthéoriesvisantàmodéliserlachromatographieontété
et continuent àêtreproposées. Lesplusconnuessont lesapprochesstatistiques(théorie
stochastique),lemodèledesplateaux,etl’approcheparladynamiquemoléculaire.

Pourexpliquerlemécanismedemigrationetdeséparationdescomposésdanslacolonne,
lemodèleleplusancien,oumodèledesplateauxdeCraig,estuneapprochestatique,jugée
obsolète,maisquipermetdedécriredemanièresimplelesséparations.
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temps temps temps
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a b c
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F>1
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F<1
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F>1
a

F=1
a
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a

Figure1.4 Isothermesdedistribution.
a)Situationidéalecorrespondantàl’invariancedel’isothermedeconcentration;b)si-
tuationdanslaquellelaphasestationnaireestsaturée–decefaitlamontéedupicest
plusrapidequeladescente(facteurdetraînéeplusgrandque1);c)situationinversée:
leconstituantesttropretenudanslaphasestationnaire, le tempsderétentionest
allongéetlamontéedupicestpluslentequeladescente,qui apparaîtnormale.Pour
chaquetypedecolonne,lesfabriquantsindiquentquelleestleurcapacitélimiteexpri-
méeenng/composé,avantdéformationdupic.Lessituationsa,betcsontillustrées
avecdeschromatogrammesréelsenCLHP.

Bienquelachromatographiesoitunphénomènecontinu,onconsidèredanslemodèle
statiquedeCraig,quechaquesolutésedéplaceprogressivementenunesuited’étapesdis
tinctes.Leprocessusélémentaireestreprésentéparuncycled’adsorption/désorption.L’en
chaînementdecesétapesreproduitlamigrationdesfluidesdanslacolonne,demêmequ’un
filmdedessinsanimésdonnel’illusiondumouvementparunsuited’imagesfixes.Chaque
étapecorrespondàunnouvelétatd’équilibredetoutelacolonne.

Ceséquilibressuccessifssontàlabasedelanotiondeplateauthéoriqueselonlequel
lacolonnedelongueurLest découpéeenNpetitsdisquesfictifsdemêmehauteur H,
numérotésde1àn.Pourchacund’eux,laconcentrationdusolutédanslaphasemobileest
enéquilibreaveclaconcentrationdanslaphasestationnairedecesoluté.Àchaquenouvel
équilibrelesolutéaprogresséd’unpetit disquesupplémentairedanslacolonne, appelé
plateauthéorique.

Lahauteuréquivalenteàunplateauthéorique(HEPTouH)vautdonc(1.5):

H =
L
N

(1.5)

Cetteapprochefaitappelauxrèglesdedéveloppementdespolynômespourcalculer,au
niveaudechaqueplateau,lesmassesrépartiesentrelesdeuxphasesenprésence.
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plateauJ-1

plateauJ

instantI-1

(I-1,J)

(I-1,J-1)

instantI

(I,J)

(I,J-1)

plateauJ+1
...

Sionseplaceàl’instant I,leplateauJ
contientunemassetotaledesolutém T qui
secomposedelaquantitém M decesoluté
qui vient d’arriverdelaphasemobiledu
plateauJ −1,enéquilibreàl’instantI −1,
àlaquelles’ajoutelaquantitém S déjàpré
sentedanslaphasestationnaireduplateau
Jàl’instantI − 1.

mT (I , J) = m M (I − 1, J − 1)+m S(I − 1, J)

Enposantquepourchaqueplateaum S = Km M etm T = mM +m S ,onpeut,parune
formulederécurrence, calculerm T (ainsiquem M etm S). Étantdonnéque, pourchaque
plateau,lesolutéestenéquilibredeconcentrationentrelesdeuxphases,lamassetotalede
solutéensolutiondanslevolumedephasemobileV M delacolonnedemeureconstante,
tantquelesolutén’apasatteintsonextrémité.Quantauchromatogramme,ilcorrespondà
lamassetransitantparlaphasemobileau(N+1) e plateau(fig.1.5)aucoursdeséquilibres
successifs. Cettethéorieapourdéfaut denepastenircomptedeladispersiondueàla
diffusiondescomposésdanslacolonne.

compos
é
A

compos
é
B

1 100

co
nc
e
nt
ra
tio
ns

(µ
g
/m
L)

1

5

10

15

20

25

fractionsd'
é
lution

Figure1.5 Modèledesplateaux.
Simulationàl’aided’untableurdel’élutiondedeuxcomposésAetB, chromatogra-
phiéssurunecolonnede30plateaux (KA=0,6; KB=1,6; MA=300mg; MB=300mg).
Compositiondumélangeensortiedecolonnepourles100premierséquilibres.L’appli-
cationdecemodèlemontreàl’évidenceuneformedepicnonsymétrique.Cependant,
comptetenudeladiffusion,etcommelenombred’équilibresesttrèsgrand,lacourbe
prenddeplusenplusnettementl’aspectd’unecourbedeGauss.

Letermedeplateauthéoriquevientd’uneapprocheanciennedécrivantlachromatogra
phieenprenantpourmodèleladistillationparMartinetSynge(prixNobeldechimieen
1952).Cetermeancrépourdesraisonshistoriquesn’apaslasignificationphysiquedeson
homonymeservantàmesurerlesperformancesd’unecolonneàdistiller.Ilauraitpeutêtre
étépréférabledelebaptiserparexempledunomdeTswett!
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Letempstotalt R demigrationdusolutédanslacolonnepeutêtreséparéendeuxtermes:
letempst M pendantlequelilestdissousdanslaphasemobileetoùilprogresseàlamême
vitessequecelleci,etletempst S pendantlequelilestfixéàlaphasestationnaireetoùil
estdoncimmobile.Entredeuxtransfertssuccessifsd’unephaseàl’autre,onadmetqueles
concentrationsontletempsdeserééquilibrer.

Lachromatographiefaitinterveniraumoinstroiséquilibres:soluté/phasemobile, so
luté/phasestationnaireetphasemobile/phasestationnaire. Dansunethéorierécentedela
chromatographie,onneparleplusdemoléculesimmobiliséesparlaphasestationnairemais
simplementralentieslorsqu’ellespassentàproximité.

1.5COEFFICIENT(OUCONSTANTE)DEDISTRIBUTION
DENERNST(K)

C’estleparamètrephysicochimiquedebaseenchromatographiequiquantifielerapport
deconcentrationdechaquecomposéentrelesdeuxphasesenprésence.

K =
CS

CM
=

concentrationdusolutédanslaphasestationnaire
concentrationdusolutédanslaphasemobile

(1.6)

LesvaleursdeKsonttrèsvariables.Ellessontgrandes(1000,parexemple)lorsquela
phasemobileestungaz,etpetites(2,parex.)lorsquelesdeuxphasessontàl’étatcondensé.
Chaquecomposén’occupantqu’unespacelimitédelacolonneetdeplusavecuneconcen
trationvariable,lesvaleursvraiesdeC M etdeC S nesontpasaccessiblesmaisleurrapport
estconstant.

Chromatographieetthermodynamique. Lesrelationsdelathermodynamiques’ap
pliquentauxéquilibresdedistributioncidessus. K,(C S/ CM ), constanted’équilibrerela
tiveauxconcentrationsCducomposéenprésencedesdeuxphasesmobile(M)etstation
naire(S),estcalculableàpartird’expériencesdechromatographie.Onpeutdoncaccéder,
connaissantlatempératuredel’expérience,àlavariationd’énergielibrestandard DG0 de
cettetransformation:

CM ⇔ CS DG0 = −RTlnK

Si,enchromatographieenphasegazeuse,parexemple,ondétermineKàdeuxtempéra
tures,ilestpossibledecalculer(enadmettantquel’enthalpieetl’entropien’ontpaschangé),
lesvariationsd’enthalpiestandard DH0 etd’entropie DS0 :

DG0 = DH 0 − TDS0

Lesvaleursdecestroisparamètressontnégatives,enaccordaveclaspontanéitédecette
transformation.Ilestégalementlogiquequel’entropiediminuequandlecomposéquittela
phasemobilepoursefixersurlaphasestationnaire.Demêmel’équationde van tHoffper
met,entreautres,uneapprocheplusrigoureusedel’effetdelatempératuresurlestempsde
rétentiond’uncomposé.Oncomprenddoncquedanstouteétudecomplètedelachromato
graphie,onfasseappelàlathermodynamiqueclassique.

dlnK
dT

=
DH
RT 2
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1.6EFFICACITÉD’UNECOLONNE

1.6.1Efficacitéthéorique(nombredeplateauxthéoriques)

Àmesurequelesolutémigredanslacolonne, il occupeunezoneallant s’élargissant
(fig. 1.6). Cettedispersionlinéaire s l , repéréeparlavariance s2

l croîtavecladistance
parcourue.LorsquecettedistancevautL,longueurdelacolonne,onpose:

s2
L = H ·L (1.7)

Enrappeldumodèledelathéoriedesplateaux, cetteapprocheconduitàlavaleurdela
hauteuréquivalenteàunplateauthéoriqueHet aunombreNdeplateauxthéoriques
(N = L/ H).

Donc, pourtout chromatogramme, àpartird’unpicd’élutiond’uncomposé, dont on
pourramesurerlavariancetemporelle s2,onpourracalculerpourlecomposéenquestion
l’efficacitéthéoriqueN(1.8)etendéduirelavaleurdeHsachantqueH = L/ N.

N =
L2

s2
L

ou N =
t2
R

s2 (1.8)

Cesdeuxparamètressontaccessiblesdemanièreindirecteàpartirdupicd’élutiondu
composé.Onmesuret R et s dontlerapportàmêmevaleurqueceluideLetde sL (1.8).

chromatogramme
é
luant

d
é
tecteur

si
g
na
l

t
R0

0

tempst

conc.danscolonne

L 

Figure1.6 Dispersiond’unsolutédansunecolonneettraductionsurlechromatogramme.
Lacourbedegauchecorrespondàuneimageisochronedelaconcentrationducom-
posééluéàl’instantconsidéré, etlechromatogrammededroite, àlavariationdela
concentrationensortiedecolonneenfonctiondutemps. tR et s sontdanslemême
rapportqueL etsL.L’efficacitéN peutêtrecalculéeàpartirduchromatogrammeenuti-
lisantundoubledécimètre.Surlegrapheci-dessusontrouveraitenviron100plateaux
théoriques.

Surlechromatogramme, s représentelademilargeurdupicà60 ,6%desahauteurett R

letempsderétentionducomposé.t R et s doiventêtremesurésdanslamêmeunité(temps,
distancesouvolumesécoulés,siledébitestconstant).Sionexprime s enunitésdevolume
(enfaisantintervenirledébit),4 s correspondau«volumedupic»soit95%ducomposé
injecté.ParsuitedespropriétésdelacourbedeGauss( v = 4s),ilenrésultelaformule1.9.
Lespicsétantassezsouventdéformésàlabase,cettedernièreestrarementemployée:on
utilisedepréférencelaformuleéquivalente1.10.

Nestunparamètrerelatif, puisqu’ildépendàlafoisdusolutéetdesconditionsopé
ratoiressuivies. Onchoisitgénéralementunconstituantquiapparaîtenfincechromato
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16 Partie1• Méthodesséparatives

grammepouravoirunevaleurrepère,àdéfautdesavoirsilacolonnepermetderéussirune
séparationdonnée.

N = 16
t2
R

v2 (1.9)

N = 5,54
t2
R

d2 (1.10)

1.6.2Efficacitéréelle(nombredeplateauxthéoriqueseffectifs)

Afindecomparerlesperformancesdecolonnesdeconceptionsdifférentes,visàvisd’un
mêmecomposé,–c’étaitnotammentlecasenCPGlorsqu’onvoulaitcomparerlesperfor
mancesd’unecolonnecapillaireetd’unecolonneremplie–onremplaceletempstotalt R

quifiguredanslesexpressions1.8à1.10parletempsderétentionréduitt R quinetientpas
comptedutempsmortt M passéparlecomposédanslaphasemobile.Lestroisprécédentes
expressionsdeviennent:

Neff =
t 2
R

s2 (1.11)

Neff = 16
t 2
R

v2 (1.12)

Neff = 5,54
t 2
R

d2 (1.13)

Onconsidèreactuellementquecestroisdernièresrelationsnesontplusdegrandeutilité.

1.6.3Hauteurdeplateau

LahauteuréquivalentàunplateauthéoriqueHadéjàétédéfinie(formule1.5).Cepara
mètreestcalculépourdescomposésderéférencecarilpermetdecomparerdescolonnes
delongueursdifférentes,bienqu’ilnes’agisseenaucunefaçond’uneconstante.Savaleur
dépendducomposéchoisietdesconditionsdel’expérience.

Enchromatographiegazeuse,onalongtempsutiliséunevaleurcorrigéeappeléehauteur
deplateaueffectifH eff faisantintervenirl’efficacitéréelleàlaplacedel’efficacitéthéorique.

LecalculdeH eff àpartirdel’efficacitéréelleutilisel’expression1.14:

Heff =
L

Neff
(1.14)

Hauteurdeplateauréduite . Enchromatographiedontlaphasemobileestunliquide
etpourlescolonnesdontleremplissageestformédeparticulessphériques, onrencontre
assezsouventlahauteurdeplateauréduite,h,quitientcomptedudiamètremoyend m des
particules.Onélimineenquelquesortel’effetdelatailledesparticules.Descolonnespré
sentantlemêmerapport(longueurdelacolonne)/(diamètredesparticules)conduisentàdes
performancessemblables.

h =
H
dm

=
L

N ·dm
(1.15)
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1.7GRANDEURSDERÉTENTION

1.7.1Tempsderétention

Ladéfinitiondutempsderétentionaétéprécédemmentdonnéedansleparagraphe1.2.

1.7.2Volumed’élutionouvolumederétentionVR

Levolumed’élution(derétention)V R dechaquesolutéreprésentelevolumedephase
mobilenécessairepourlefairemigrerd’uneextrémitéàl’autredelacolonne.Ilcorrespond
surlechromatogrammeauvolumedelaphasemobilequis’estécouléentrel’instantde
l’injectionetceluicorrespondantaumaximumdupic.Siledébit D eststationnaire,

VR = tR ·D (1.16)

Volumed’unpic,V pic.Ilcorrespondauvolumedephasemobiledanslequellecomposé
estdiluéensortiedecolonne.Ilvautpardéfinition:

Vpic = v ·D (1.17)

1.7.3Volumedelaphasemobiledanslacolonne(volumemortVM)

Levolumedelaphasemobiledanslacolonne(encoreappelévolumemort)V M corres
pondauvolumeinterstitielaccessible. Ilpeutêtrecalculéd’aprèslechromatogramme, à
conditiond’introduireunsoluténonretenuparlaphasestationnaire.Onpeutl’exprimeren
fonctiondet M etdudébit D :

VM = tM ·D (1.18)

1.7.4Volumedelaphasestationnaire

CevolumedésignéparV S n’apparaîtpassurlechromatogramme.Danslescassimpleson
lecalculeenretranchantduvolumetotalinternedelacolonnevidelevolumedelaphase
mobile.

1.7.5Facteurderétentionk(oudecapacité)

Quanduncomposédemassetotalem T estintroduitdanslacolonne,ilserépartitendeux
quantités:m M danslaphasemobileetm S danslaphasestationnaire.Sionnechangepas
lesconditionsopératoires,cesdeuxquantitésdemeurentconstantesaucoursdesamigration
danslacolonne.Leurrapport,appeléfacteurderétention,estindépendantdem T :

k =
mS

m M
=

CS ·VS

CM ·VM
= K

VS

VM
(1.19)

Lefacteurderétention,encoreappeléfacteurdecapaciték,estunparamètretrèsimpor
tantdelachromatographie.Ilestdéfinienrégimeisocratique.Cen’estpasuneconstante,
bienqu’ilnevariepasavecledébitoulalongueurdelacolonne,carildépenddescondi
tionsopératoires.Pourcetteraisonilestquelquefoisdésignépark aulieudek.

Ceparamètrerendcomptedelafacultéplusoumoinsgrandedelacolonneàretenir
chaquecomposé(capacité).Danslamiseaupointdesséparationsonfaitensortequekne
dépassepas10,afindenepastropallongerletempsdepassagedescomposés.

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



18 Partie1• Méthodesséparatives

Approcheexpérimentaledufacteurderétention k

Ens’appuyantsurlemodèledeCraig,onimaginequechaquemoléculed’uncomposépasse
alternativementdelaphasemobile(oùelleprogresseàlavitessedecelleci), àlaphase
stationnaire(oùelleestalorsimmobile).Savitessemoyennedeprogressiondanslacolonne
estdoncd’autantpluslentequelecumuldestempspassésdanslaphasestationnaireestplus
grand.

Sionextrapolemaintenantaucasdenmoléculessemblablesdececomposé(l’échan
tillondemassem T ), onadmettraqu’àchaqueinstant, lerapportdunombredesn S mo
léculesfixéessurlaphasestationnaire(massem S)etdesn M moléculesprésentesdansla
phasemobile(massem M ),estlemêmequeceluidestempspassésdanschaquephasepour
unemoléculeisolée.Lestroisrapportssuivantsontdoncmêmevaleur:

nS

nM
=

mS

m M
=

tS

tM
= k

Prenonslecasd’unemoléculequipasseles3 / 4desontempsdanslaphasestationnaire.
Savitessemoyennesera4foispluslentequesiellerestaitenpermanencedanslaphase
mobile.Parconséquentsi4 mgdecomposéontétéintroduitsdanslacolonne,ilyauraen
moyenneetenpermanence1 mgdanslaphasemobileet3 mgdanslaphasestationnaire.

Sachantqueletempsderétentiond’uncomposét R esttelquet R = tM +t S ,lavaleurde
kestdoncaccessibleàpartirduchromatogramme(t S = tR)(voirfigure1.7):

k =
tR

tM
=

tR − tM

tM
(1.20)

Cetterelationimportanteestégalementsouventrencontréesouslaforme:

tR = tM (1+k) (1.21)

Comptetenudesrelations1.16et1.18, levolumederétentionV R d’unsolutépourra
s’écrire:

VR = VM (1+k) (1.22)
ou:

VR = VM +KV S (1.23)

Cettedernièreexpressionquirelielesparamètresexpérimentauxaucoefficientthermo
dynamiquededistributionKestvalablepourunechromatographieidéale.

1.8FACTEURDESÉPARATION(OUSÉLECTIVITÉ)
ENTREDEUXSOLUTÉS

Lefacteurdeséparation a (1.24)permetdepréciserlespositionsrelativesdedeuxpics
adjacents1 et2surunchromatogramme(fig.1.7).Ilestdéfiniparlesrelationssuivantes
(1.24et1.25).Ilnepeut,pardéfinition,êtreinférieurà1:

a =
tR(2)

tR(1)
(1.24)
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ou

a =
k2

k1
=

K2

K1
(1.25)
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Figure1.7 Facteursderétentionetdeséparationentredeuxcomposésadjacents.
Chaquecomposéaunfacteurderétentionqui lui estpropre. a àlui seul,nepermet
pasdesavoirsi laséparationestréellementpossible. Surcettefigure, lefacteurde
séparationestd’environ1,3.

Pourdespicsnonadjacents, ondéfinitle facteurderétentionrelative r, qui, calculé
comme a,nepeutêtreinférieurà1.

1.9FACTEURDERÉSOLUTIONENTREDEUXPICS

Pourtraduirenumériquementlaplusoumoinsbonneséparationentredeuxcomposés,on
utiliselefacteurderésolutionRquiestcalculéàpartirduchromatogramme(fig.1.8):

R = 2
tR(2) − tR(1)

v1 + v2
(1.26)

Ilexiste,pourexprimerlarésolution,d’autresrelationsdérivéesdesprécédentes,établies
envuederemplacerunparamètreparunautre,ouadmettantdeshypothèsessimplificatrices.
Ainsilesdeuxexpressions1.27et1.28sontellestrèssouventemployées.

Larelation1.28montrel’influence,surlarésolution,del’efficacité,dufacteurdecapacité
etdelasélectivité.Lafigure1.9enestunevérificationexpérimentale.

R = 1,177
tR(2) − tR(1)

d1 + d2
(1.27)

R =
1
4

√
N2 ·a

− 1
a

· k2

1+k 2
(1.28)

R =

√
N

2
· k2 − k1

k1 +k 2 +2
(1.29)
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0,27

0,02

0,65

R=0,75 R=1 R=1,5

1 1 1

Figure1.8 Facteurderésolution.
Simulationdepicschromatographiquesparjuxtapositionplusoumoinsrapprochée
de2courbesgaussiennesidentiques. Aspectvisuel correspondantauxvaleursde R
indiquéessurlesdiagrammes.ÀpartirdeR = 1,5onconsidèrequelespicssontrésolus,
lavalléeentrelespicsétantd’environ2%.

R=4,15

0 5 10 15 20min

15,3min

7,5min

R=2,91

3,7min

R=2,05

15m

30m

60m

Figure1.9 Effetdelalongueurdelacolonnesurlarésolution.
Expériencesfaitesenchromatographieenphasegazeuseenmodifiantseulementlalon-
gueurdelacolonnecapillaireOnillustreainsiqu’endoublantlalongueurdelacolonne
larésolutionestmultipliéepar1,41(adaptéd’undocumentdelasociétéWaters).

1.10INFLUENCEDELAVITESSEDELAPHASEMOBILE

Danstoutcequiprécède, enparticulierdanslesdifférentesexpressionscaractérisantles
séparations,lavitessedelaphasemobiledanslacolonnen’estpaspriseencompte.Or,de
touteévidence,cettevitessedoitavoiruneincidencesurlaprogressiondesanalytesdansla
colonne,doncsurleurdispersion,enbrefsurlaqualitédel’analyseencours.

L’influencedelavitessedelaphasemobileaétémiseenévidenceparVanDeemterqui
aproposélapremièreéquationcinétique,danslecasdescolonnesrempliesenchromato
graphieenphasegazeuse.
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1.10.1ÉquationdeVanDeemter

Laformesimplifiée,proposéeparcetauteuren1956,esttrèsconnueenchromatographieen
phasegazeuse,pourlescolonnesremplies(1.30).EllerelieH(HEPT)àlavitesselinéaire
moyenned’écoulementdelaphasemobile udanslacolonne(fig.1.10):

H = A+
B
u

+C ·u (1.30)

Cetteéquationmontrequ’ilexisteundébitoptimalpourchaquecolonne,correspondant
auminimumdeH,telqueleprévoitlacourbereprésentantl’équation1.30.Ladiminution
del’efficacité,quandledébitcroît,correspondàunrésultatquechacunapudécouvriràses
dépensenvoulantaccéléreruneséparationchromatographiqueparaugmentationdudébit
delaphasemobile. Cequiestmoinsintuitifparcontre, estlaperted’efficacitédueàun
débittroplent.Pourexpliquercephénomène,ilfautrevenirsurl’originedestermesA , B
etCdontchacunaundomained’influencequipeutêtrerepérésurlegraphe(fig.1.10).

LestroiscoefficientsnumériquesexpérimentauxA,BetCsontreliésàdiversparamètres
physicochimiques,àlacolonneetauxconditionsopératoires.Sionchoisitd’exprimerH
encm,Aseraencm,Bencm 2/setCens(lavitesseétantencm/s).Lacourbereprésentative
decettefonctionestunebranched’hyperbolequipasseparunminimum(H min)pour:

uopt. =
B
C

(1.31)

A,termederemplissageA=2 lll ·dp

LetermeAestenrelationavecleprofild’écoulementdelaphasemobileàtraverslaphase
stationnaire. Latailledesparticules(dediamètred p), leurrépartitiondimensionnelleet
larégularitéduremplissage(paramètre l )sont àl’originedecheminspréférentielsqui
peuventconduireàdeséchangesimparfaitsentrelesdeuxphases.C’estlefacteurdediffu
siond’Eddy,oudiffusionturbulente,considérécommepeuimportantenchromatographie
liquideetabsentparnaturepourlescolonnescapillairesWCOTenCPG(équationdeGolay
sanstermeA,cf.1.10.2).

B,termedediffusiondanslaphasemobileB=2 gggDG

LesecondtermeB,quipeutêtreexpriméàpartirdeD G ,coefficientdediffusiondel’ana
lytedanslaphasemobileet g, facteurdetortuosité, est àconsidérersurtout si laphase
mobileestungaz.Ladiffusionlongitudinaledanslacolonneest,eneffet,rapide.C’estune
conséquencedel’entropiequinousrappellequ’unsystèmeévoluespontanémentversun
plusgranddésordre,tellelagoutted’encrequidiffusedansleverred’eauoùellevientde
tomber. Enconséquence, siledébitesttropfaible, lesproduitsencoursdeséparationse
mélangentànouveauplusvitequ’ilsnemigrent. Onretiendraàceproposqu’onnedoit
jamaisinterrompreprovisoirementunechromatographieencours,aurisquedeperdretoute
efficacité.

C,termedetransfertdemasseC=C G +CL

LetermeC , dûàlarésistanceautransfertdemassedusolutéentrelesdeuxphases, de
vientprépondérantlorsquelepassageesttroprapidepourquel’équilibresoitatteint.Des
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turbulenceslocalesauseindelaphasemobileetdesgradientsdeconcentrationontpour
conséquencederetarderlamiseenéquilibre(C S ⇔ CM ).Ladiffusionentrelesdeuxphases
n’estpasinstantanée,sibienquelesolutéseraentraînéhorséquilibre.Iln’existepasdefor
mulesimplerendantcomptedesdifférentsfacteursintégrésdansleparamètreC.Leterme
CG dépendducoefficientdediffusiondusolutédanslaphasemobilegazeuse,alorsquele
paramètreC L dépendducoefficientdediffusiondanslaphasestationnaireliquide.

A,termederemplissage

B longitudinale,termedediffusion

C,termedetransfertdemasse
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Figure1.10CourbedeVanDeemterenchromatographiegazeuse
avecindicationdesdomainespropresàA, B et C.Ilexisteégalementuneéquationsemblableàcellede

VanDeemterquifaitintervenircettefoislatempérature: H = A + B/ T + C·T.

DanslapratiqueonaccèdeauxvaleursdescoefficientsA, B,C,enfaisantplusieursme
suresd’efficacitépourunmêmecomposéchromatographiéàdesdébitsdifférents,puisque
débitetvitesselinéairemoyennesontreliés.Oncalculeensuitel’équationdel’hyperbole
quisatisfaitaumieuxlesvaleursexpérimentales,depréférenceparlaméthodederégres
sionlinéairemultiple.

1.10.2ÉquationdeGolay

En1958,Golayaproposéuneéquationcomparableréservéeauxseulescolonnescapillaires
delachromatographieenphasegazeuse.

H =
B
u

+C L ·u+C G ·u (1.32)

Larelation1.32permetd’établiruneHEPTminimumpourtoutecolonnederayonrsi
l’onconnaîtlefacteurderétentionducomposétest.

Onpeutcalculeralorsl’efficacitéd’imprégnation(coatingefficiency)delacolonnequi
estégaleauproduitpar100durapportdelavaleurainsitrouvéeetdecellequiestdéduite
del’efficacité(H = L/ N)obtenueàpartirduchromatogramme.

Hmin.théo. = r
1+6k+11k 2

3(1+k) 2 (1.33)
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1.10.3ÉquationdeKnox

Uneautreéquation–connuesouslenomd’équationdeKnox–plusrécente(1977),estap
plicableauxdiverstypesdechromatographieliquide.Ellefaitintervenirlahauteurréduite:

h = A u1/ 3 +
B
u

+C u (1.34)

1.11OPTIMISATIOND’UNEANALYSECHROMATOGRAPHIQUE

Lachromatographieanalytiqueestessentiellementutiliséeenanalysequantitative.Àcette
fin,ilfautpouvoirdéterminerlesairesdespicsdesespècesàdoser,donclesséparer.Pour
yparvenironfaitdeplusenplussouventappelàdeslogicielsd’optimisationbaséssurla
connaissanceduprocessuschromatographique.C’estl’étapedel’optimisationdel’analyse
quimetàprofitlesconnaissancesdel’analysteetlesressourcesdel’appareilpoursimuler
lesrésultatsàattendredesmodificationsdelacompositiondelaphasemobileetd’autres
paramètresphysicochimiquestelslatempératureoulepHdanslecasdesubstancesioni
sables.

Enchromatographieenphasegazeuse,lesséparationspeuventêtresicomplexesqu’on
nepeutdéterminerparavances’ilestpréférabledebaisseroud’éleverlatempérature.Le
choixdelacolonne,desalongueur,desondiamètre,delaphasestationnaire,durapportde
phaseainsiquedesparamètresdeséparation(températureetdébit),sontautantdefacteurs
quiinteragissentlesunssurlesautres.

Larésolutionetletempsd’élutionsontlesdeuxvariablesdépendanteslesplusimpor
tantesàconsidérer.Danstouteoptimisation,lebutestderéussiruneséparationsuffisante
duoudescomposésintéressantsenunminimumdetemps.Danscertainscas,ilnefauttou
tefoispasoublierletempsnécessaireàlacolonnepourrevenirauxconditionsinitialesavant
d’effectuerl’analysesuivante.Lachromatographiecorrespondeneffetàuntyped’analyse
lente.Silarésolutionesttrèsbonne,l’optimisationauraencoresaraisond’êtrepourgagner
dutempsenutilisantunecolonnepluscourte–sachantquelarésolutionestaffectéed’un
facteurfaisantintervenirlaracinecarréedelalongueurdelacolonne(cf.leparamètreN
delaformule1.28etlafigure1.9).

Quandonmodifieledébit dansuneséparationavecgradient onobservedeschange
mentsimportantssurlechromatogramme.Lasélectivitéentrepicsestperturbée,commele
sontbiensûrlestempsderétention.Lafigure1.11illustreparunexemplel’optimisation
d’uneséparation,enchromatographieliquide,d’unmélanged’hydrocarburesaromatiques
parmodificationdelacompositiondelaphasemobile. Onremarqueraquecetteoptimi
sations’accompagned’uneaugmentationimportantedutempsd’analysepour«bouclerle
cycle».

Sionnes’intéressequ’àcertainsdescomposésprésents,onpeutfaireappelàundétec
teursélectifquineverra,àlalimite,qu’euxseuls.Dansd’autrescas,parcontre,ons’attache
àséparerleplusgrandnombrepossibledecomposésdumélangeinitial.

Suivantlestypesdechromatographie,l’optimisationestplusoumoinsrapide.Enchro
matographieenphasegazeuseelleestplusfacilequ’enchromatographieliquideoùinter
vientlacompositiondelaphasemobile:deslogicielsontétéspécialementcrééspouraider
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Figure1.11Chromatogrammesd’uneséparation.
Laphasemobileestunmélangebinaireeau/acétonitrile:a)50/50;b)55/45;c)60/40;
d)6/35.Laflècheindiqueletempsmort tM (min),(selonJ.W.Dolan,LC-GCInt,1994,
7(6),333).

aumeilleurchoixdelacompositiondelaphasemobile.Moyennantcertaineshypothèses
(picsgaussiensounon), onpeut calculeravecassezdeprécisionlesairesdespicsmal
résolus.

Lechromatographisteest toujoursprisonnierd’untriangledont lessommetscorres
pondent àlarésolution, àlavitesseet àlacapacité, troisparamètresqui s’opposent
(fig.1.12).Unechromatographieanalytiqueoptimiséeutiliseàpleinlepotentieldupara
mètreleplusefficace:lasélectivité. Danscetriangleellesesituedoncprèsdusommet
résolution.

r
é
solution

capacit
é

vitesse

1

2 3

Figure1.12Letriangledeschromatographistes.
Lazoneombréeindiqueledomainequi correspondàlachromatographieanalytique.
Celle-citireprofitdes5paramètres: K, N, k, a et R.

1.12LESDIVERSESTECHNIQUESCHROMATOGRAPHIQUES

Lestechniqueschromatographiquespeuvent êtrerépartiessuivant plusieurscritères: en
fonctiondelanaturedesdeuxphasesenprésence,ouduprocédéutilisé,ouduphénomène
physicochimiqueresponsableducoefficientdedistributionKvuprécédemment(fig.1.6).

Leclassementsuiviciaprèsestétabliàpartirdelanaturephysiquedesphases(fig.1.13).
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Figure1.13Guidedesélectionserapportant
auxdifférentestechniqueschromatographiquesutilisantunephasemobileliquide.
Onchoisiraenfonctiondelaséparationàeffectuer,latechniquelamieuxadaptée.

1.12.1Chromatographieenphaseliquide(CPL)

Icilaphasemobileestunliquide. C’estcetypedechromatographieauquelappartientla
formelaplusanciennementconnueentantqueméthodepréparativedeséparation. Cette
catégorietrèsrépanduepeutêtresubdiviséed’aprèslephénomènemisenjeu:

Chromatographieliquide/solide(oud’adsorption). Laphasestationnaireestunmilieu
solideperméablesurlequellesmoléculesadhèrentparundoubleeffetdephysisorptionetde
chimisorption.Leparamètrephysicochimiqueconcernéestlecoefficientd’adsorption.Les
phasesstationnairesontfaitbeaucoupdeprogrèsdepuisTswett,quiutilisaitlecarbonate
decalciumoul’inuline(unpolymèreenpoudretrèsfinedusucreordinaire).©
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Chromatographieionique. Laphasestationnairesolidecomporteensurfacedessitesio
niquesetlaphasemobileestunesolutiontamponaqueuse. Laséparationmetenjeudes
échangesentrelesionsdel’échantillonavecceuxdelaphasestationnaire. Laséparation
reposesurlescoefficientsdedistributionionique.

Chromatographied’exclusion. Laphasestationnaireest unmatériaucomportant des
poresdont lesdimensionssont choisiesenrapport aveclatailledesespècesàséparer.
Onréaliseainsiunesortedeperméationsélectiveàl’échellemoléculaire.Selonlanature,
aqueuseouorganiquedelaphasemobile,cettetechniqueestdésignéeparfiltrationsurgel
ouperméationdegel.Lecoefficientdedistributionprendlenomdecoefficientdediffusion.

Chromatographieliquide/liquideoudepartage(CLL). Laphasestationnaireestunli
quideimmobilisésurunmatériauinerteetporeuxquin’aqu’unrôledesupport.L’impré
gnation, leprocédéleplusancienpourimmobiliserunliquide, est unevoiemaintenant
abandonnée,parsuited’unrisqueimportantdelessivagedelacolonne.

Chromatographieliquide/phasegreffée. Pourimmobiliserlaphasestationnaire(ils’agit
généralementd’unpolymèredetypeliquide),onfixedemanièredéfinitivelesespècesquila
composentpardesliaisonscovalentes:c’estlatechniquedugreffage.Laséparationrepose
surlecoefficientdepartageKdusolutéentrelesdeuxphases,unphénomènecomparable
àl’extractiond’unephaseaqueuseavecunsolvantdansuneampouleàdécanter.

1.12.2Chromatographieenphasegazeuse(CPG)

Laphasemobileestungazinerteet,commeprécédemment,cetypedechromatographie
peutêtresubdiviséselonlephénomènemisenœuvre:

Chromatographiegaz/liquide(CGL). Laphasemobileestungazetlaphasestationnaire
estunliquideimmobilisésoitparimprégnation,soitpargreffagesurunsupportinertelequel
peutêtretoutsimplementlaparoidelacolonne.Àdéfautd’êtreungaz,l’échantillondoit
doncêtreportéàl’étatdevapeur.CesontMartinetSyngequiontsuggéréleremplacement
delaphasemobileliquideparungazafind’améliorerlesséparations.C’estàpartirdecette
époquequ’onassistaauvéritabledémarragedelachromatographieanalytique.Iciencore
c’estlecoefficientdepartageKquiestconcerné.

Chromatographiegaz/solide(CGS). Laphasestationnaireestunsolideporeux(carbone
graphiteougeldesiliceoualumine)etlaphasemobileestungaz.CetypedeCPGesttrès
performantpourlesanalysesdemélangesdegazoudecomposésàbaspointd’ébullition.
Leparamètreconcernéestlecoefficientd’adsorption.

1.12.3Chromatographieenphasesupercritique

Laphasemobileestunfluideàl’étatsupercritique, telledioxydedecarbonevers50
◦
C

et150bars(15MPa). Laphasestationnairepeutêtreunliquideouunsolide. Onréunit
ainsilesavantagespropresauxtechniquesprécédentes(gaz/phasegrefféeouliquide/phase
greffée).
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ANALYSEQUANTITATIVEPARCHROMATOGRAPHIE

Ledéveloppementconsidérableprisparlachromatographieenanalysequantitativeestdû
essentiellementàsafiabilitéetàsaprécision.Larelationentrela masseinjectée del’ana
lytedanslacolonneetl’ airedupic correspondantsurlechromatogrammeconduitàune
méthodecomparative,utiliséedansbeaucoupdeprotocolesnormalisésdedosages.Lare
productibilitédesséparationsalliéeàdeslogicielsdetraitementdedonnéespermetd’auto
matiserlestâchesdecalculassociéesàcesanalyses.Lesdosagesdetracesetd’ultratraces
parchromatographiesontreconnusenparticulierdanslesméthodesEPAdel’environne
ment,bienqueleurprixderevientsoitassezélevé.Lestroisméthodeslesplusutiliséessont
décritesciaprèsdansleurconfigurationlaplussimple.

1.13PRINCIPEETRELATIONDEBASE

Pourcalculerlaconcentrationmassiqued’uncomposéresponsabled’unpicsurlechroma
togrammeilfautréunirdeuxconditions:disposerd’unéchantillonauthentiqueducomposé
quel’onveutdoser,àusagederéférence,pourdéterminerlasensibilitédudétecteuràson
égard,etdisposerd’unmoyenlogicielouautrepourconnaîtresoitleshauteurssoitlesaires
desdifférentspicsd’élutiond’intérêt.Touteslesméthodesdequantificationenchromato
graphiesontdoncdesméthodescomparativesetnonpasabsolues.

Pourunréglagedonnédel’appareil,onadmetqu’ilexistepourchaquepicduchroma
togrammeunerelationlinéaireentresonaire(ousahauteur)et laquantitéducomposé
responsabledecepicdansl’échantilloninjecté.Cetterelationestvalablepouruneplagede
concentrationsquidépenddudétecteuremployé.Ontraduitcettehypothèsepar:

mi = Ki Ai (1.35)

mi masseducomposéiinjectéedanslacolonne
Ki coefficientderéponseabsoluducomposéi
Ai airedupicd’élutionducomposéi

LecoefficientabsoluK i (ànepasconfondreaveclecoefficientdepartition),dépenddu
réglageduchromatographe.Cen’estpasunparamètreintrinsèqueducomposé.

Pourcalculerlecoefficient Ki d’uncomposéi,ilfaut,d’aprèscetterelation,connaître
l’aireA i etlamassem i traversantlacolonne.Orcettemasseestdifficileàdétermineravec
précision,carelledépendàlafoisdelaseringueetdel’injecteur(enCPG)oudelaboucle
d’injection(enCPL).C’estpourquoilesméthodesutiliséesenanalysequantitative,prépro
gramméesdanslesenregistreursintégrateursoulogicielsdivers,évitentdefaireintervenir
lescoefficientsderéponseabsolusK i .

1.14AIRESDESPICSETLOGICIELSDECHROMATOGRAPHIE

Pourdéterminerlesairesdespics,onutiliselesfonctionsspécialementprévuesdeslogiciels
dechromatographie,quiassurentnonseulementlepilotageduchromatographe,maisqui©
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peuvent, enplusdel’acquisitiondeschromatogrammes, analyserlesdonnées, quantifier
etfournirlerapportd’analysecorrespondantàl’unedesméthodesd’analysequantitative
préprogrammées(fig.1.14).

Lesignal analogiquerécupéréauniveaududétecteurest échantillonnéparuncircuit
ADC,aurythmed’unecentainedefoisparsecondeafindepouvoirreproduirecorrectement
lespicslesplusfinsdeschromatogrammesobtenusnotammentenCPGaveclescolonnes
capillaires. Tousleslogicielspermettent d’effectuerdescorrectionsdelignedebase, de
prendreencomptelespicsnégatifsetdechoisiruneméthoded’intégrationpourlespics.

Laméthodemanuelledecalculdelasurfaced’unpicpartriangulationn’estplusem
ployée.Ilestutilecependantdesavoirquepourunpicgaussien,leproduitdesalargeurà
mihauteurparsahauteur,correspondàenviron94%delasurfacetotaledupic.Demême
l’usaged’unenregistreurintégrateurpourmesurerl’airedespicsn’estplusguèreemployé.

Figure1.14Unlogicield’analysequantitativeenchromatographie.
Lesignaldudétecteurn’étantpasnumériséàlasortieduchromatographe,saconver-
sionanalogique/numériqueestassuréeàl’entréedumicro-ordinateur. Lechromato-
gramme,mémorisésousformedenombressertdebaseàl’exploitationparlelogiciel.
Différentesfenêtresdetravailaffichentaires,droited’étalonnage,typedeméthodeetc.
(LogicielChem-stationdelasociétéAgilentTechnologies).

1.15MÉTHODEDEL’ÉTALONNAGEEXTERNE

Cetteméthodepermet decalculerlateneur(entermesdeconcentrationoudepourcen
tagemassique)d’unouplusieursconstituantsapparaissantséparéssurlechromatogramme,
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mêmeenprésenced’autrescomposésdonnant despicsnonrésolus. Faciledemiseen
œuvre,ellecorrespondàl’applicationd’unprincipecommunàbeaucoupdedosages.

Leprocédéreposesurlacomparaisondedeuxchromatogrammesobtenussuccessive
mentsanschangerlesconditionsderéglagedel’appareil (fig. 1.15). Lepremierest un
chromatogrammederéférenceacquisàpartird’unesolutionderéférence(conc.C réf)dans
unsolvant,ducomposéquifaitl’objetdudosage.OninjecteunvolumeVdecettesolu
tionetonrepèresurlechromatogrammel’aireA réf dupiccorrespondant.Lesecondrésulte
del’injectiond’unvolumeidentiqueVdel’échantillonensolution,contenantlecomposé
àdoser(conc. Céch). Soit Aéch l’airedupiccorrespondant. Puisquelesvolumesinjectés
sontégaux,ilyaproportionnalitéentrelesaires,quidépendentdesmassesinjectées,etles
concentrationscorrespondantes(m i = Ci ·V).Larelation1.35appliquéeauxdeuxchroma
togrammesconduitàlarelation1.36caractéristiquedecetteméthode:

mréf = Créf ·V = K ·Aréf et méch = Céch ·V = K · Aéch

soit:
Céch = Créf

Aéch

Aréf
(1.36)

chromatogrammed'étalonnage(C)
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Figure1.15Méthodededosageparétalonnageexterne.
Laprécisiondecetteméthodeestamélioréelorsqu’onutiliseplusieurssolutionsafin
detracerladroited’étalonnage. Pourl’analysedetraces, il estparfoisconseillé, en
chromatographieliquide,deremplacerlesairesdespicsparleurshauteursqui sont
moinssensiblesauxvariationsdedébitdelaphasemobile.

L’étalonnageestpossible,commeicisurlafigure1.15,avecunseulpointdemesure(la
«droited’étalonnage»passedoncparl’origine).Laprécisionserameilleuresilesconcen
trationsdessolutionsderéférenceetdel’échantillonsontdumêmeordredegrandeur. Il
s’entendquelesréglagesdel’appareilnedoiventpasêtremodifiésentrelesinjections.

Cetteméthode, faisantappelauxcoefficientsderéponseabsolus, donnedesrésultats
trèsfiablesavecleschromatographesperformantsactuelsqui sont équipésd’unauto
échantillonneur: cedernierconstituédelaréuniond’uncarrousel porteéchantillonset
d’uninjecteur automatiquepermet d’enchaîner plusieursdosagessansinterventionhu
maine. Uneseulesolutionderéférencepermet decompenseruneéventuelledérivede
l’instrumentpardesréinjectionsprogramméesdecontrôle.

Laprécisiondudosageest évidemment amélioréeencalculant lamoyennedesaires
obtenuesàpartirdeplusieursinjectionsidentiques,mais,quitteàfaireplusieursmesures,
ilestalorspréférabledeprocéderàunétalonnagemultipoints(multilevelcalibration).Pour
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celaoninjectedesvolumeségauxd’unesériedesolutionsétalons.Lesrésultatsd’analyse
sontdirectementobtenusàpartirdelacourbed’étalonnageA = f(C).

Cetteméthode,laseulequisoitadaptéeauxéchantillonsdegaz,aégalementpouravan
tagequ’onn’ajouteaucuncomposéàlasolutionéchantillon,àladifférencedecellequifait
l’objetduparagraphesuivant.

1.16MÉTHODEDEL’ÉTALONNAGEINTERNE(ÉTALONINTERNE)

Cettedeuxièmeméthodereposesurl’utilisationducoefficientderéponserelatif dechaque
composéàdoservisàvisd’unmarqueurintroduitcommeréférence.Celapermetdes’af
franchirdel’imprécisionconcernant lesvolumesinjectés, unhandicapdelaprécédente
méthode.

Laméthodenécessite,iciencore,deuxchromatogrammes,l’unpourcalculerlescoeffi
cientsderéponserelatifsetl’autrepourl’analysedel’échantillon.

Lesairesdespicsdesproduitsàquantifiersontdonccomparéesaveccelled’uncomposé
deréférence,appeléétaloninterne,introduitàuneconcentrationconnuedansl’échantillon.

1.16.1Calculdescoefficientsderéponserelatifs

Supposonsquel’échantilloncontiennedeuxcomposésàdoser1et2,etquelecomposéE
désigneuncomposésupplémentaireàusaged’étaloninterne(fig.1.16).
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Figure1.16Méthoded’analyseparétalonnageinterne.

Dansunepremièreétape, oncommenceparpréparerunesolutiondeconcentrationC 1

en1 , C2 en2etC E enE.AppelonsA 1, A2 et AE lesairesdespicsd’élutionrepéréssur
lechromatogrammeobtenuàpartird’uneprised’essaidecettesolution.Sim 1,m 2 etm E

sontlesquantitésréellementintroduitesdanslacolonne,onpeutécrirelestroisrelationsdu
type1.35suivantes:

m1 = K1 ·A1

m2 = K2 ·A2

mE = K E ·AE

soit:
m1

m E
=

K1 ·A1

KE ·AE
et

m2

m E
=

K2 · A2

KE · AE
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Cesrapportspermettentdecalculerlescoefficientsderéponserelatifsde1etde2visà
visdeEchoisicommeétalon,etdésignésparK 1/ E etK 2/ E :

K1/ E =
K1

K2
=

m1 ·AE

mE · A1
et K2/ E =

K2

K E
=

m2 ·AE

m E ·A2

Commelesmassesm i réellementinjectéessontproportionnellesauxconcentrationsmas
siquescorrespondantesC i , (mi = Ci ·V).,onendéduitlesdeuxexpressionssuivantes:

K1/ E =
C1 · AE

CE ·A1
et K2/ E =

C2 ·AE

CE ·A2

1.16.2Chromatographiedel’échantillon–Calculdesconcentrations

Lasecondeétapedel’analyseconsisteàchromatographierunvolumequelconqued’une
solutionfaiteavecl’échantillonàétudieretdanslaquelleaétéajoutéeunequantitéconnue
ducomposéE.SoientA 1, A2 et AE ,lesairesdunouveauchromatogrammeobtenudans
lesmêmesconditionsopératoires. Si m1, m2 et mE désignent lesmassesde1,2et E
réellementintroduitesdanslacolonne,onaura:

m1

mE
= K1/ E

A1

AE
et

m2

mE
= K2/ E

A2

AE

Àpartirdescoefficientsrelatifscalculésdanslapremièreexpérienceainsi quedela
concentrationdel’étaloninternedansl’échantillon,C E ,connue,onaccèdeà:

C1 = CE K1/ E
A1

AE
et C2 = CE K2/ E

A2

AE

Engénéralisantànconstituants,onpeutcalculerlaconcentrationmassiquedusolutéi
aumoyendel’expression1.37:

Ci = CE Ki / E
Ai

AE
(1.37)

etendéduiresateneurdansl’échantillon,expriméeen%,(expression1.38):

xi % =
Ci

Massed’échantillonprélevée
× 100 (1.38)

Cetteméthodeest encoreplusprécisesi onfait plusieursinjectionsdel’étalonoude
l’échantillonàdoser. Enconclusioncetteméthodegénéraleetreproductibleexigenéan
moinsunbonchoixdel’étaloninternedontlescaractéristiquespeuventserésumerainsi:
 ildoitêtrepuretnepassetrouverinitialementdansl’échantillon;
 sonpicd’élutiondoitêtrebienrésoluparrapportàtousceuxquiformentlechromato

grammedel’échantillon;
 sontempsderétentiondoitêtreprochedecelui(oudeceux)du(oudes)soluté(s)àdoser;
 saconcentrationdoitêtreprocheousupérieureàcelledesautressolutéspourêtredans

lesconditionsd’uneréponselinéairedudétecteur;
 ildoitêtreinertevisàvisdescomposésdel’échantillon.©
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1.17MÉTHODEPARNORMALISATIONINTERNE

Cetteméthode,égalementappelée«100%normalisée»,estréservéeauxmélangesdonton
aidentifiétouslesconstituantsparautantdepicsd’élutionséparéssurlechromatogramme,
afindepouvoirfairelebilancompletdel’échantillonconcerné.

Supposonsqu’ils’agissedetrouverlesconcentrationsmassiquesd’unmélangedetrois
composés1 ,2,3(fig.1.17).Onvaprocédericiencoreendeuxétapes.
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Figure1.17Méthoded’analyseparnormalisationinterne.

1.17.1Calculdescoefficientsderéponserelatifs

Onprépareunesolutiond’étalonnagecontenant lestroiscomposés1,2,et3dont les
concentrationsmassiquessontrespectivementC 1,C 2,C 3.Lechromatogrammecorrespon
dantàl’injectiond’unvolumeV,présentetroispicsd’airesA 1, A2 et A3.Cesairesseront
reliéesauxmassesinjectéesm 1,m 2 etm 3 partroisexpressionsdutype1.35.

Onchoisitl’undescomposéscommesubstancedenormalisationinterne,lecomposé3
parexemple,afindedéterminerlescoefficientsderéponserelatifsK 1/ 3 et K2/ 3 descom
posés1 et2parrapportà3.Ontrouvecommeprécédemment:

K1/ 3 =
K1

K3
=

m1 ·A3

m3 ·A1
et K2/ 3 =

K2

K3
=

m2 ·A3

m3 ·A2

Étantdonnéquem i = Ci ·V,onaboutit,pourK 1/ 3 etK 2/ 3,auxexpressionssuivantes:

K1/ 3 =
C1 ·A3

C3 ·A1
et K2/ 3 =

C2 ·A3

C3 ·A2

1.17.2Chromatographiedel’échantillon–Calculdesconcentrations

Onprocèdeensuiteàl’injectiond’unprised’essaidumélangeàdosercontenantlesconsti
tuants1 ,2et3.Endésignantlessurfacesdespicsd’élutionparA 1, A2 etA 3,onauraaccès
directementàlacompositioncentésimalemassiquedumélangereprésentéeparx 1, x2 etx 3

enécrivanttroisexpressionsdelaforme:

xi % =
Ki / 3 · Ai

K1/ 3 · A1 +K 2/ 3 ·A2 +A 3

× 100 (aveci = 1,2,3)

laconditiondenormalisationétantquex 1 +x 2 +x 3 = 100
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Enextrapolantànsolutésnormalisésparrapportàunsolutéj,l’expressiongénéraledes
facteursderéponseestlasuivante(pouruncomposéchoisii):

Ki / j =
Ci ·A j

C j · Ai
(1.39)

IlestégalementpossiblededéterminerdesK i/ j moyenspartracédugrapheconcentration
réponsepourchaquesoluté.

Pourl’échantilloncontenantnsolutés,siA i désignel’airedupicd’élutionducomposéi,
lecomposéservantderéférenceinterneétant j,lateneurencomposéiobéiraàlarelation:

xi % =
Ki/ j · Ai

n
i=1 Ki / j · Ai

× 100 (1.40)

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice1.1
Onmélangedansunerlenmeyer6mLdegeldesiliceet40mLd’unsolvantcontenant
ensolution100mgd’uncomposéconsidérécommenonvolatil.Aprèsavoirbienagitéce
mélange,onlaissedécanteretonrecueille10mLdusolvantquel’onévapore.Lerésidu
pèse12mg.
Calculerlecoefficientd’adsorptionK = CS/ CM dececomposédanscetteexpérience.

Exercice1.2
Calculerlefacteurdeséparationentre2composés1et2dontlesvolumesderétentionsont
respectivementégauxà6et7mL.Levolumemortdelacolonneutiliséeestde1mL.
MontrerquecefacteurestégalaurapportdescoefficientsdedistributionK 2/ K1 deces
composés(t R(1) < tR(2)).

Exercice1.3
Pourunsolutédonné,montrerqueletempsd’analyse—qu’onpeutassimilerautempsde
rétentionducomposéleplusretenu—,dépend,entreautres,delalongueurdelacolonneL,
delavitesselinéairemoyenne udelaphasemobileetdesvolumesV S etV M quidésignent
respectivementlevolumedelaphasestationnaireetceluidelaphasemobile.

Exercice1.4
Laformule(2)estquelquefoisemployéepourcalculerN eff.Montrerquecetteformuleest
équivalenteàlaformuleclassique(1).

Neff = 5,54
(tR − tM )2

d2 (1)

Neff = N
k2

(1+k 2)
(2)©
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34 Exercices

Exercice1.5
LefacteurderésolutionR,pourdeuxsolutés1et2dontlespicsd’élutionsontadjacents,
estexpriméparlarelation(1):

R = 2
tR(2) − tR(1)

v1 + v2
(1)

R =
1
4

N2
a − 1

a
k2

1+k 2
(2)

a)Montrer,sionadmetquelesdeuxpicsadjacentsontmêmelargeuràlabase( v1 = v2),
quel’expression(2)estéquivalenteà(1).

b)LaformulesuivantepermetdecalculerlenombredeplateauxeffectifsN eff,enfonction
de a,pourunerésolutiondonnéeR.Retrouvercetteexpression.

Neff = 16R 2 a2

(a − 1)2

Exercice1.6
Montrerquesil’efficacitéNestlamêmepourdeuxcomposés1et2voisins,l’expression
classiquedelarésolutiondevient:

R =

√
N

2
k2 − k1

k1 +k 2 +2
(1)

Montrerqu’enposant k =
k1 +k 2

2
lesexpressions(1)et(2)sontéquivalentes:

R =
1
2

√
N

a − 1
a +1

k
1+k

(2)

Exercice1.7
Unrapportdechromatogrammenousdonne:

Largeurà10%delahauteur:0,085min,Facteurd’asymétrie:1,024.

Quelleestlavaleurdufacteurdetraînée?

Exercice1.8
Onveutdéterminerparlaméthodedenormalisationinternelacompositionmassiqued’un
échantillonconstituéde4estersdel’acidebutanoïque. Unesolutionderéférencedeces
quatreesters(concentrationsmassiquesconnues)conduitauxvaleurssuivantesdescoeffi
cientsderéponserelatifsdesbutanoatesdeméthyle(ME),d’éthyle(EE)etdepropyle(PE)
parrapportaubutanoatedebutyle(BE):

kME/BE = 0,919; kEE/BE = 0,913; kPE/BE = 1,06.

Àpartirdesindicationsdonnéesenpagesuivante, fourniesparlechromatogrammede
l’échantillonàdoser,trouverlacompositionmassiquedecemélange.
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N◦ pic tR Composé Aire(unitésarbitraires)

1 2,54 méthylester(ME) 2340,1

2 3,47 éthylester(EE) 2359,0

3 5,57 propylester (PE) 4077,3

4 7,34 butylester(BE) 4320,7

Exercice1.9
DosagedelasérotonineS(5hydroxytryptamine)parlaméthodedel’étaloninterne.
Onprélève1mLdelasolutionàdoseràlaquelleonajoute1mLd’unesolutioncontenant
30ngdeNméthylsérotonine(NMS). Ontraitecemélangepourledébarrasserd’autres
composésgênants.Onopèreparextractionenphasesolidepourisolerlasérotonineetson
dérivéméthylé,diluésdansunephaseconvenable.
a)Pourquoiajoutetonlecomposéd’étalonnageinterneavantl’étaped’extraction?
b)CalculerlefacteurderéponsedelasérotonineparrapportàlaNméthylsérotoninesa
chantquelechromatogrammed’étalonnageconduitauxrésultatssuivants:

–airesérétonine 30885982 mV·s quantitéinjectée:5ng

–aireNméthylsérétonine 30956727 mV·s quantitéinjectée:5ng
Àpartirduchromatogrammedelasolutionéchantillon, trouverquelleest laconcentra
tionensérotoninedansl’échantillondedépart sachant quel’airedupicsérétoninevaut
2573832 mV·setl’airedupicNméthylsérétonine1719818 mV·s.



Chapitre2

Chromatographieliquide
hauteperformance

Parmilestechniqueschromatographiquesdontlaphasemobileestunliquide,lachroma
tographieliquidehauteperformance(CLHP)estlaplusconnue.Sonchampd’application
recouvreunegrandepartiedudomainedelachromatographieenphasegazeuseauquel
s’ajouteceluidel’analysedescomposésthermosensiblesoudemassesmoléculairesàla
foistrèsgrandesetmêmepolaires. Sonsuccèsest dûàlapossibilitéd’agirdemanière
trèsprécisesurlasélectivitéentrelescomposésparlechoixdelacolonneetdelacom
positiondel’éluant, c’estàdireenexploitantlesinteractionssoluté/phasemobile/phase
stationnaire.L’efficacitédescolonnesestmoindrequ’enCPG,maisl’utilisationdephases
chiralesoudesnouvellesphasesstationnairesopérantsuivantplusieursmodes, lestech
niquesparappariementd’ionsainsiqued’interactionhydrophobeaccroissentencoreplus
lespossibilitésdelaCLHP.Enfinlaminiaturisationdelatechnique(nanochromatographie)
afacilitésonassociationaveclaspectrométriedemasse.

2.1L’ORIGINEDELACLHP

Lachromatographieliquidehauteperformance, souvent désignéepar sonabréviation
CLHP–HPLCenanglais–, constitueunetechniqueanalytiquetrèsgénéraled’emploi.
Elledérivedelaformelaplusanciennedelachromatographieliquidesurcolonnedont
lesperformances, entermesdesélectivitéet derésolution, sesont trouvéesgrandement
amélioréesparlaminiaturisationetl’utilisationdephasesstationnairestrèsélaborées.

Cesphases, constituéesdelaréuniondemicroparticulessphériquesdontlediamètre
estcomprisentre2et5micromètresoudematériauxmonolithiquesporeuxconduisentà
unepertedechargeimportantedanslacolonne. Ilfautdoncexercersurlaphasemobile
unefortepressionpourobtenirundébitconvenable.Pourmarquercetteparticularitédela
technique,lalettrePdusigleCLHPapendantlongtempscorresponduaumotpression.

Lamigrationforcéed’unephaseliquideaucontactd’unephasestationnaireseretrouve
dansplusieurstechniqueschromatographiques.LaparticularitédelaCLHPestdefairein
tervenirdesmécanismesd’échangesoluté/phasemobile/phasestationnairebaséssurlesco
efficientsd’adsorptionoudepartage.
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2.2CONCEPTIONGÉNÉRALED’UNAPPAREILDECLHP

UneinstallationdeCLHPcomportediversmodulesspécialisés,quiseprésententdansdes
boîtiersdistinctsouintégrésdansunmêmechâssispourdesraisonsdemoindreencombre
ment(fig.2.1).

Cesmodulessontreliésentreeuxparl’intermédiairedecanalisationsdetrèsfaibledia
mètreinterne(0,1mm)pourassurerlacirculationdelaphasemobile. Ellespeuventêtre
enacierinoxydableouenPEEK ® (oupolyetheretherketone),unpolymèresoupleetcoloré
quirésisteauxsolvantsusuels,mêmesousdespressionsélevées(350bars).

L’écoulementdesfaiblesdébitsobéitàlaloidePoiseuille.Lavitessedelaphasemobile
estmaximumaucentredescanalisationsetnulleaucontactdesparois.Unedispersiondes
composésseproduitdoncinévitablement. Pouraméliorerlesséparationsonfaitdoncen
sortequelevolumedephasemobilehorscolonnesoit leplusréduit possible(10%du
volumemortdelacolonne).

1
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injecteur

solvants
(phasemobile)

d
é
gazeur

pompe

colonne
thermostat

é
e

d
é
tecteur

micro-ordinateur

Figure2.1 Schémad’uneinstallationdeCLHPavecdoubledétection.
Unexemplederéalisationdetypemodulaire.

L’utilisateurcomposesoninstallationenfonctiondesapplicationsprévues.Laprésen-
tationencolonnedesdifférentsmodulesestcommuneàdetrèsnombreuxmodèles
concurrents.IcilechromatographemodèleHP1100(reproduitavecl’autorisationdela
sociétéAgilentTechnologies),comporteuninjecteurautomatiquepermettantunfonc-
tionnementencontinuetunecolonnethermostatéepouraméliorerlareproductibilité
desséparations.Lescomposésélués,aprèspassageparledétecteurUVsontidentifiés
avecencoreplusdecertitudeaumoyend’unspectromètredemasse(cf.chapitre16),
situéàdroitedel’image.
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2.3POMPESETGRADIENTSD’ÉLUTION

2.3.1Pompespouréluants

TouteinstallationdeCLHPcomporteaumoinsunepompepourforcerlepassagedela
phasemobileàtraverslacolonnedontleremplissageesttrèscompact. Ilenrésulteune
pressionimportanteauniveaudel’injecteur.Cellecipeutatteindre20000kPa(200bars)
selonledébitimposéàlaphasemobileousaviscositéainsiqueselonlanaturedelaphase
stationnaire.

Onutilisedespompesconçuespourmaintenirundébitnonpulséetstable,mêmesila
compositiondelaphasemobilevarie.Cespompesdébitmétriquescomportentgénéralement
deuxpistonsensériefonctionnantenoppositionpouréviterlesinterruptionsdedébitdues
auremplissageducylindre(fig.2.2).Ledéplacementdespistonsestcontrôléparunmoteur
pasàpasassociéàunecamedeformeparticulière.

phasemobile

clapetd'entr
é
e

vannedem
é
lange

clapetdesortie

amortisseur
depulsations

é
vent

2dpiston1erpiston

joints
é
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injecteur
etcolonne

clapetdesortie

solvants(4maximum)

A B

A B C D

temps

d é
b
it

Figure2.2 Principedefonctionnementd’unepompeàdeuxtêtesensérie.
Demanièresimplifiéeetenignorantlescorrectionsdecompressibilitédessolvants,
onpeutdécrireainsi lecycledefonctionnement. Partantdel’instantoùleclapetde
sortieducylindreAvientdesefermeretleclapetd’entréevientdes’ouvrir,lepiston
deAreculepourremplirlachambreA.PendantcetempslecylindreBestouvertetle
pistondeBavancepourchasserlaphasemobileverslacolonne.Levolumedéplacépar
lepistondeBestdeuxfoispluspetitquelevolumeaspiréparlepistondeA.Arrivé
aufonddesacourse, leclapetd’entréedeAsefermeetleclapetdesorties’ouvre.
LepistondeAavanceetchasselecontenuducylindreA.Cevolumepourmoitiéest
expulséverslacolonne,l’autremoitiéservantàremplirlecylindreBdanssaphasede
recul.Entrelesdeuxcylindresestplacéunamortisseurdepulsations(dessinréaliséà
partird’undocumentdelasociétéAgilent-Technologies).(Enbas),Variationsdedébit
d’unepompeenfonctiondescycles.
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Laprésence,danslessolvants,desgazambiants(N 2,O 2, CO2...),dissousenquantiténon
négligeable,peutperturberlesséparationsparmodificationdelacompressibilitédeséluants
etformationéventuelledebulles. Enoutreledioxygèneabrègelaviedescolonnesetest
gênantpourlesdétecteursélectrochimiquesouphotométriquesUV.Ilestdoncpréférablede
dégazerlessolvants,soitavecdesultrasonssoitparbarbotaged’hélium,soitpardiffusion
enlesfaisantpasserdansunlongtubedepetitdiamètreenpolymèreperméableauxgaz.

Pourparfairelarégulationdudébit, onintercaleentrela(oules)pompe(s)etl’injec
teurunamortisseurdepulsationsfonctionnantsuivantleprincipemécaniqueduballastage.
Lemontageleplussimpleconsisteàintercalerdanslecircuitdelaphaseliquideuntube
defaiblesectiondeplusieursmètresdelong,enroulésurluimême.Sousl’effetdel’onde
depressiondesolvantenvoyéeparlapompe,letubesedéplielégèrementcequiaugmente
sonvolumeinterneetparlà,contrecarrelavariationdepression.

Pourobtenirlesmicrodébits(1 mL/min, parexemple)nécessairesauxcolonnescapil
lairesremplies,onutiliselesmêmespompesenajoutantàlasortieunbypasspourdiviser
ledébitendeuxfractionsdontseulelapluspetiteestdirigéeverslacolonne.

ParailleurspourrésisterauxpHacidesdebeaucoupdemélangesd’élution, qui sont
d’autantpluscorrosifsquelapressionestplusgrande,lespiècesetrevêtementsaucontact
delaphasemobiledoiventêtreinertes.Ainsilespistonsouclapetsdespompessontentéflon
oualliagesspéciauxetsouventmêmeenpierresprécieuses,saphirouagate.

Suivant leur conception, leschromatographescomportent uneouplusieurspompes.
Associéesàunechambredemélangesituéeenamontouenaval,ellespermettentdedé
livrerunéluant decompositionfixe(modeisocratique)ouaucontrairedecomposition
variablepourfaireungradientd’élution.Lesystèmedoittenircomptedanscesecondcas
desdifférencesdecompressibilitédessolvants,afinquelacompositionsoitrespectéeàla
pressiond’utilisation.

2.3.2Gradientsbasse-pressionouhaute-pression

SolvantB SolvantD
pompe1

versinjecteur
etcolonne

pompe2
SolvantC

m
é
langeuramortisseur

SolvantA

Figure2.3 Exempledeconfigurationpourgradienthautepression.
Lespompessontappeléesbinaires, ternaires,quaternairessuivantlenombredesol-
vantsqu’ellespeuventmélanger(icibinaires).
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Pourréaliserdesgradientsdephasesmobiles, il faut plusieurssolvants. Si l’installa
tioncomporteunepompeunique,elledoitêtreprécédéed’unechambredemélangebasse
pressiondanslaquelledesélectrovannesfontrentrerlesdifférentssolvantsselonunpro
gramme. Paropposition, d’autresinstallationscomportentplusieurspompes, spécialisées
chacunepourunoudeuxsolvants(pompesbinaires),sachantquelemélangefinalestob
tenusoushautepression,dansunesortedetéplacéavantlacolonne(fig.2.3).

Lorsqu’ondoitenchaînerplusieursanalysesonévitesipossiblederecouriràl’usagede
gradients,enrecherchantuncompromisdeséparationréalisableavecunéluantdecompo
sitionfixe. Onréduitainsiletempsdepostanalysequiséparelesanalysesconsécutives.
Onconsidèreeneffetqu’avecungradient, ilfaut,pourrééquilibrerlesdeuxphasesentre
ellesaveclacompositiondedépart,fairepasserdanslacolonneaumoins10foislevolume
mortdel’installation.

2.4INJECTEURS

L’injectiond’unvolumeprécisdel’échantillonentêtedecolonnedoitsefaireenuntemps
brefafindeperturberlemoinspossiblelerégimedecirculationdelaphasemobilequidoit
êtrestabledelacolonneaudétecteur.Onutilisepourcefaire,unevannehautepressionà
plusieursvoies,manuelleoumotoriséedanslecasdesinjecteursautomatiques,placéejuste
avantlacolonne(fig.2.4).Ils’agitd’unepiècedeprécisionquidoitrésisteràdespressions
pouvantdépasser30000kPa.Ellefonctionneendeuxtemps:
 Danslapositionchargement, oùseulelacommunicationentrepompeet colonneest

assurée(fig.2.5),l’échantillonestintroduitàpressionatmosphériqueàl’aided’unese
ringuedansunpetitvolumetubulaireappeléboucle.Celleci,dontilexistetoutunchoix
devolumes,estsoitextérieure,soitintégréedanslecorpsdelavanne.

 Danslapositioninjection,l’échantillonestinsérédanslefluxdephasemobileparrota
tionde60

◦
d’unlevierquipermetd’inverserlesensdecirculationdanslaboucle.Une

bonnereproductibilitédesvolumesn’estatteintequesilaboucleaététotalementrem
plieparl’échantillon. Levolumeprélevéaveclaseringueestdonctoujourslargement
supérieuràceluidelaboucle.

assortimentdebouclesboucle

vannemanuelle

Figure2.4 Vanned’injectionpourCLHPetbouclesassorties.
Vannevuedel’arrière(vanneà6entrées/sortiesavecuneboucleraccordée)etassor-
timentdebouclesdedifférentsvolumes(reproduitavecl’autorisationdelasociété
RheodyneInc.).
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POMPE

POMPE

Remplissage
delaboucle

Injection
danslacolonne

boucle

orifice
deremplissage
(seringueen4)

verslacolonne

boucle

effluent

1

1

2

2

3

3

4

4

5

5

6

6

a

b

seringue

boucle

pompe

verscolonne

verslacolonne

Figure2.5 Injectionavecuneboucle.
a)Remplissagedelaboucle.Danscetteétape,laseringueestintroduiteàlaposition
n◦ 4; b)injectiondanslacolonne(noterlanouvellepositiondelamanette). Vanne
modèle7125.Lesvannessontmotorisables(reproduitavecl’autorisationdelasociété
RheodyneInc.)

2.5COLONNES

Lacolonneseprésentecommeuntube, leplussouvent enacier, dont lalongueuret le
diamètreprésententdesdifférencesselonlesmodèles. Lescolonnes«standard»dontle
diamètreinterne(DI)estd’environ4,5mmetlalongueurde10cm(fig.2.6),sontdeplus
enplussupplantéespardescolonnesdeplusfaiblesdiamètres,baptiséesnarrowbore(DI
24mm),microbore(DI12mm),capillairesremplies(DI0,11mm).Cesmodèlessont
apparussuiteàl’évolutiondesphasesstationnairescustomiséesetpoursimplifierlespro
blèmesdecouplageaveclaspectrométriedemasse(techniquecoupléeCLHP/SM,cf.cha
pitre16).

Touteapplicationenchromatographiecorrespondavanttoutàuneséparation.Lacolonne
doitdoncavoiruneefficacitésuffisante,sanspourautantqu’ilsoitutiled’avoirdesperfor
mancesplusquenécessaires.Unecolonnecourtepermettrad’allerplusvite.Unecolonne
étroitesetraduiraparuneéconomiedephasemobile. Ainsi pourunecolonnestandard,
ledébitestdel’ordrede1mL / min, alorsqu’iltombeàquelques mL/ minpouruneco
lonnemicrobore,cequinécessitedespompesetdesdétecteursadaptés–quelquesgouttes
suffisantpouréluertouslescomposés.
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Lacolonneestsouventprécédéed’uneprécolonne, ditecolonnedegarde, courte(0,4
à1cm), rempliedelamêmephasestationnaire, cequisertàretenircertainesimpuretés
(fig. 2.6). Onaugmenteainsi laduréedeviedelacolonneprincipaleenpréservant ses
performances.

1-colonne 2-pr
é
colonne 3-disquefritt

é 4-raccord

43 2 3 1 34

Figure2.6 ColonnestandardetprécolonnedeCLHP.

Aspectsextérieurséclatésetassemblésd’unecolonneZORBAX®.Laphasestationnaire
estmaintenuepardeuxdisquesporeuxsituésàsesextrémités.Lasurfaceinternedu
tubeestrendueinerteparuntraitementdepassivation,ouparunchemisagedeverre
oudepolymèrePEEK®).Laprécolonne,périodiquementchangée,évitelecolmatagede
lacolonne.Iln’empêchequ’ilestconseillédefairepasserleséchantillonsavantanalyse
àtraversunfiltredeporositéinférieureà0,5 mm(reproduitavecl’autorisationdela
sociétéRTI).

Lesécartsdetempératuremodifiant lestempsderétention, lesappareilsactuelsper
mettentdethermostaterlacolonneetl’éluant,àlafoispourassurerlarépétitivitédesana
lysesetpourfaireinterveniréventuellementlatempératurecommeparamètredeséparation
(fig.2.7).

0 10 20

min

a

b

c

Figure2.7 Effetdelatempératuredelacolonnesuruneséparation.
Exemplerelatifàtroisessaiseffectuéssurunmêmemélangeetavecunmêmedébitde
phasemobileàdestempératuresdifférentes(a)25◦C,(b)35 ◦Cet(c)45 ◦C.

2.6PHASESSTATIONNAIRES

Larecherched’unebonnerésolutionchromatographiqueetparvoiedeconséquenced’une
efficacitéélevée, aconduitàlacréationdephasesstationnairesdenatureetdestructures
variées.Pourraccourcirlestempsd’analyse,ilfauttenterd’accélérerdanslacolonneles
transfertsentrelesphasesmobileetfixe.
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2.6.1Legeldesilice,matièredebasedesphasesactuelles

Parmitouslesmatériauxquiontétéousontactuellementutiliséspourlaconfectiondes
phasesstationnaires,legeldesilicetientuneplaceprépondérante.

Ce matériaude base est unsolide amorphe ayant pour formule de composition
SiO2(H2O)n(avecntrèsprochede0). Il est tout àfait différent delasilicenaturelle
cristalline(SiO 2)quin’estqu’unprécurseurtrèséloignédesapréparation.Cettedernière
faitappelàdesprocédésdepolymérisationsolgeld’untétraalcoxysilane(ex.tétraéthoxy
silane)auseind’unliquide,sousl’effetd’unehydrolysecatalysée(fig.2.8).

Legeldesilicen’apaslastructureordonnéedelasilicecristalline,maisilrestenéan
moinsbâti autourdel’agencement tétraédriquedesquatreliaisonsissuesdel’atomede
silicium. C’estunpolymèreinorganiqueréticulé. Ilcomportedesgroupementssilanols,
Si–OHennombrevariable, quiontrésistéàlaphasefinalededéshydratationthermique.
Cesgroupementssontresponsablesdespropriétéscatalytiquesacidesdecematériautrès
polairecarSi–OHaunpKde10,comparableàceluiduphénol.Leurconcentrationpeut
êtreétablieparRMNdu 29Siouparanalysecentésimaleducarbonepourlesphasesgreffées
(cf.plusloin).
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Figure2.8 Legeldesilicepourchromatographie.
a)préparationdegrainssphériquesdegeldesiliceviaunsol-gel.Ladispersion,appe-
léesol,constituéedeparticulessphériquesdequelquesnmdediamètre,s’agglutineen
présenced’unliantorganiqueurée/formoljusqu’àatteindrelataillevoulue(3-7 mm).
Letraitementfinal consisteenunepyrolysepouréliminerlamatriceorganique.b)re-
présentationduréseau,correspondantàunmaillagetridimensionnel,d’ungeldesilice
porteurdegroupementssilanols. c)imaged’uneparticulesphériquedegel desilice
issusd’unassemblagecompactdesphèressubmicroniques.

Legeldesilicecomportedesporesdetaillesdifférentes.Pourremplirlacolonned’une
manièrehomogène,ilestpréparésousforme,soitdemicroparticulessphériques,soitd’un
monolitheporeux(fig.2.9et2.11).Ilestnécessaireeneffetd’éviterlaformationdechemins
préférentielspourlaphasemobileetparsuitepourlescomposésquiysontdissous.
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 Lesmicrosphèresontundiamètreconstantdansunemêmecolonnemaisilenexiste
plusieurstypesallantde1à12 mm.

 Lesmonolithes,apparusplusrécemment,sontainsinommésparcequ’ils’agitd’ungel
desiliceforméd’uneseulepiècedanslacolonnemême.Lareproductibilitédescaracté
ristiquesdecesecondtypedecolonneestplusdifficileàmaîtriser.

3µm
12µm

2µm

1,5µm

5µm

5µm

2

4

53

1

Figure2.9 Représentationsimagéesdequelquestypesdegelsdesilice(porositéetdimensions).
1-structurecomportantdesporesdediffusionrépartisdanslatotalitédelaparticule.2-
structurecomportantdesfissuresdeperfusionpouraccélérerleprocessusdetransfert.
3et4-Particulesporeuseensurfaceavecunnoyaunonporeux.5-détail destructure
d’unremplissagedutypemonolithique.

L’emploideparticulesdetrèsfaiblediamètre( < 2 mm)augmentelasurfacedecontact
etdiminuel’HEPT,maisproduitunepertedechargebeaucoupplusimportantequepourles
plusgrossesparticules.Onestdoncamenéàréduirelalongueurdelacolonne,cequivaà
l’encontredesperformances.Ongagnecependantentempsd’analyse.Lesphasesmonoli
thiquesoffrentunealternativeintéressanteàlafoisparcequelapertedechargeestbeaucoup
plusfaibleetquelesperformancesnesontpasaltéréespardesdébitsélevés(fig.2.10).

vitessemoyennedeprogression(mm/s) d
é
bit(mL/min)

pertedecharge(Bar)
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0
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monolithe

monolithe3µm

3µm

4µm

4µm
5µm

5µm
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200

50
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12 3 4 5
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Figure2.10Naturedelaphasestationnaireetefficacité.
L’HETPdécroîtaveclatailledesparticules, maisàdébitidentiquelapertedecharge
augmente.Lescolonnesmonolithiquesaméliorantlestransfertsdemasseentreles
phases,apparaissentsupérieures.Essaisréalisésavecdescolonnesde5cmremplies
d’unephasestationnaireRP-18demêmefabricationet enprenant lenaphtalène
commecomposétest
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Lespropriétésdesgelsdesilicedépendentdenombreuxparamètres:structureinterne,
porositéouverte(dimensionetrépartitiondespores),surfacespécifique,résistanceàl’écra
sementetpolarité. Lesgelsdesilicecourantscomportentenviron5groupessilanolspar
mm2.Lasurfacespécifiqueestdel’ordrede350m 2/ gavecdesporesde10nm.Pourles
particulessphériques,laporositémesuréeparlevolumedephasemobiledanslacolonne
variede30à70%duvolumetotaldelacolonne. Pourlescolonnesmonolithiqueselle
atteint90%,cequiconduitàunepertedechargeplusfaibleetautorisedoncdesdébitsplus
importants(fig.2.10).OnestbienloindesphasesutiliséesaudébutdusiècleparTswett,
constituéesdecraieoudesucreenpoudre.Letraitementsubiparlasiliceenfaitplutôtune
sortede«sablemagique».

Lapréparationdugeldesilicesousformedegrainsirréguliers,utiliséenchromatographie
préparative,faitappelàunprocédéhydrothermal:onformed’abordl’acideorthosilicique,
composéinstable,[Si(OH) 4]1paracidificationdusilicatedesodium[Na 2SiO3]encoreap
pelé«liqueurdecailloux»,ouwaterglass,luimêmeissudecertainssablestrèspurspar
fusionalcaline.1 donned’abordundimère2quicontinueàsepolycondenserprogressive
mentenparticulescolloïdalesàsurfacehydroxylée.Onobtientparagrégationunhydrogel
desilicegélatineuxdontlacalcinationconduitàdesgrainsdegeldesilicedense(xerogel).

ba c

Figure2.11Legeldesilicepourchromatographie.
a)microsphèresdetaillehomogène;b)structuremacroporeused’unecolonnemonoli-
thique;c)particulesdesiliceànoyauduretporeuseensurface.

Lemécanismed’actiondugeldesilicereposesurl’adsorption(fig.2.12),phénomènequi
consisteenl’accumulationd’uncomposéàl’interfaceentredeuxphases.Danslescasles
plussimples,ilyaformationd’unemonocouche(isothermedeLangmuir),maissouventil
secréeaussiuneattractionentrelesmoléculesdéjàadsorbéesetcellesquisontrestéesen
solution.C’estlaraisonprincipaledelanonsymétriedespicsd’élution.D’autresthéories
expliquentlephénomènedeséparationdesconstituantsparunsimpleralentissement(sans
immobilisation)auniveaudel’interfacePM / PSquidiffèrepourchaqueanalyte.

2.6.2Lessilicesgreffées

Bienqu’ayantunecapacitéd’adsorptionélevée,legeldesilicedécritprécédemmentn’est
plusutilisételquelenchromatographieanalytique.Hydrophileparnature,sescaractéris
tiquesévoluentaucoursdutemps,entraînantunmanquedereproductibilitédesséparations.
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ASORPTION
B

ASORPTION
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ASORPTION
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Figure2.12Phénomènesd’adsorptionetdepartage.
L’adsorptionestunphénomèned’interfaceàladifférencedel’absorption(reproduit
avecl’autorisationdeM .Laguës,L’ActualitéChimique1990, (1) p.17.

Pourdiminuersapolaritéjugéeexcessivedansdenombreuxcasonlerendessentiellement
hydrophobe.

Lesmodificationsclassiquesmettentàprofitlaréactivitédesfonctionssilanolsprésentes
ensurfacepourfixerdesmoléculesorganiquespardesliaisonscovalentes.Legeldesilice
ainsimodifiédevientassimilableàunliquideimmobilisé,laséparationmettantenjeules
coefficientsdepartageetnonpluslescoefficientsd’adsorption.Cesphasesgreffées,dontla
polaritépeutêtreajustéeavecprécision,sontàl’originedelachromatographiedepartage
àpolaritédephaseinversée,utiliséedansquasimenttouteslesséparations.

Cesmodificationsdelasurfacedugelconduisentàdeuxtypesdephases.

Phasesmonomériques(10–15 mmmmd’épaisseur). Ellessontobtenuesenfaisantréagirun
monochlorosilaneenprésenced’unebasesurlesfonctionssilanolsdesurface(fig.2.13).
OnprépareainsilesphasesclassiquesRP–8(groupementdiméthyloctylsilane)etRP–18
(groupement diméthyloctadécylsilane, ouODS). UnefractiondesgroupementsSiOH
demeure cependant intacte. Elle peut être la cause d’interactions polaires gênantes.
D’autresréactifssilyléstelslechlorotriméthylsilane(ClSiMe 3)oul’hexaméthyldisilazane
(Me3SiNHSiMe3),conduisentàuneréactionpluscomplète.Lesquelquessitesrestantsnon
transformés,carinaccessiblesauréactif,lesontégalementauxanalytes.

Phasespolymériques(25 mmmmouplusenépaisseur). Onutilisecettefoisundioutrichlo
rosilaneenprésencedevapeurd’eauquiprovoqueunepolymérisationensolutionduréactif
avantdépôtetgreffagesurlasilice.Onobtientainsiunecouchepolymériqueréticulée.

L’architecturefinaledurevêtementestdifficileàsereprésenter.Monooumulticouche,
sareprésentationàl’échellemoléculairerelèveplutôtdelaspéculation.

2.6.3Autresphasesàpolaritésvariées

Lesgelsdesiliceprécédents,comportantdesgreffonsalkylesà8ou18atomesdecarbone,
sontpolyvalentsetparconséquenttrèsutilisés(65%desapplications),maispouraméliorer
laséparationdecertainesclassesdecomposés, ilestfaitappelàdesphasesstationnaires
spécifiques.Suruneâmedesilice,sontfixésdesligandsporteursdefonctions(groupements
aminopropyle,cyanopropyle,benzyle)oudesgreffonsdipolaires(zwitterions)pourconfé
rerunepolaritéintermédiaireàlaphasestationnaire.Laséparationdesmélangescompor
tantàlafoisdesconstituantspolairesetnonpolaires,quiexigentdesphasesmobilesriches
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eneau,s’entrouveaméliorée.Lessucres,lespeptidesetautrescomposéshydrophilesde
viennentséparables(voirfigure2.16).

Legeldesilice, àsontour, peutêtreremplacéparl’alumineoul’oxydedezirconium
(ZrO2)commesupportsdedépôtsréticulésàbasedepolybutadièneoud’autrespolymères
styrène/divinylbenzèneouhydroxyméthylstyrène.Cesphasesstationnairesprésententune
meilleurestabilitéenmilieubasiqueouacide,certainescolonnespouvantêtrerincéesàla
soude1M,cequenesupportentpaslesliaisonsSi–O–C.Signalonsenfinquelegraphitepo
reuxsousformedesphèresdontlasurfaceest100%carbone,donctotalementhydrophobe,
areçudesapplicationspourlescomposésayantdesfacteursderétentionélevés.
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Figure2.13Formationd’organosilanesgreffésàl’interfacedugeldesilice.
Représentationdequelquesgroupementsmonomériquesoupolymériquesrencontrés
ensurfacedugeldesilice.Détaild’uneparticulechevelue.L’enchaînementSi–O–Si–Cest
plusstablequeSi–O–C.Onpeutatteindre,pourlesrevêtementspolymériques,plusde
15%decarboneaprèsgreffagesurlessilanolsaccessibles.Enbas,unexempledephase
comportantungreffondipolaire.D’autresréactionssontaussiutilisées(hydrosylylation
enparticulier).

2.7CHROMATOGRAPHIELIQUIDECHIRALE

Uncomposémoléculaireorganiquedont laformuledéveloppéerévèlel’existenced’un
centred’asymétrie, conduit généralement ànotreéchelle, ditemacroscopique, àunmé
langeenquantitésvariablesdesdeuxénantiomèrespossiblesRetS.Sionchromatographie
cecomposésurunecolonnedontlaphasestationnaireestchirale,c’estàdirepossédantdes
centresd’asymétrieidentiquesetcorrespondantàunseulénantiomère(RouS),onobserve
surlechromatogrammedeuxpics(fig.2.14).Cespicsrésultentdesinteractionsréversibles
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notéesiciR(composé) / R(phasestat.)etS(composé) / R(phasestat.)dontlesstabilitéssont
légèrementdifférentes.Lesairessontproportionnellesàl’abondancedechacunedesdeux
formesRetS.

Actuellementonutiliseprincipalementdesrésinesoptiquementactivesoudesgelsde
silicegreffésavecdescyclodextrines(enchaînementscycliquesde5à7moléculesdeglu
cose)parl’intermédiaired’un«bras»ayantplusieursatomesdecarbone(fig.2.14).Ces
moléculesdeformecylindriqueprésententunecavitéhydrophobetandisquelaparoiex
terneesthydrophile.Cesphasesontlaparticularitédepermettrel’inclusionsélectived’une
grandevariétédecomposésquiconduisentensurfaceàdescomplexesdiastéréoisomères
réversibles.

Onappelle puretéoptique del’analyte,sonexcèsénantiomérique(e .e),calculéàpartir
delarelationsuivanteoùS R etS S désignentlesairesdespicsdesdeuxénantiomères:

Puretéoptique(e .e. %) = 100
|SR − SS|

SR +S S
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Figure2.14Séparationd’unracématesurphasestationnairechirale.
Chromatogrammed’uncomposéàl’étatdemélange 50/ 50 desdeuxformesRetS
(adaptéd’undocumentAlltech); formuledéveloppéedela b-cyclodextrineetaspect
dansl’espace(diamètre1,5nm,trou0,8nm,hauteur0,8nm);représentationpartielle
d’unesphèredegeldesilicegrefféeavecunecyclodextrineparl’intermédiaired’unbras
extenseur.

2.8PHASESMOBILES

Suivantunprincipegénéral,àunephasestationnairepolaireonopposeunephasemobile
peuoupaspolaireet viceversa. Lachromatographieest diteenphasenormaledansle
premiercasetàpolaritédephaseinversée(«R − HPLC»).danslesecond.
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Sachant quelaplupartdesapplicationsactuellesfontappelàdesgelsdesilicetrans
formés, peupolaires, denatureplutôthydrophobe, onchoisitcommephasesmobilesdes
mélangesd’eauetd’unmodifianttelleméthanoloul’acétonitrile.Enchangeantlacompo
sitiondelaphasemobile, doncsapolarité, onagitparl’intermédiairedescoefficientsde
distributionK(C S/ CM )surlesfacteursderétentionkdescomposés(fig.2.15).Ladiffi
cultépourlechromatographisteestdefairelebonchoixenfonctiondescomposésàséparer
(fig.2.16).
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Figure2.15«Force»dessolvantsutiliséscommephasesmobiles.
Onpeut, enmélangeantplusieurssolvants,ajusterlepouvoird’élutiondelaphase
mobile.Onnoteraquelaviscosité, donclapressionentêtedecolonnevarieselon
lacompositiondelaphasemobile.
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Figure2.16Polaritésdequelquesfamillesdecomposésorganiques
ainsiquedesprincipauxtypesdegreffonsdesphasesstationnairesactuelles.©
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Avecunephasestationnairedontlapartieactiveressembleàunecoucheparaffinique,
l’ordred’élutionestopposéàceluiauquelonesthabituéaveclesphasesnormales.Ainsi
avecunéluantpolaire,uncomposépolairemigreplusvitequ’uncomposéapolaire.Dans
cesconditionsleshydrocarburessont fortement retenus. Enrevanche, lescomposéspo
lairessont assezdifficilesàséparerentreeux. Il faut réaliserdesgradientsd’élutionen
diminuantprogressivementaucoursdutempslaconcentrationeneau(polaire)auprofitdu
modifiantchoisi(moinspolaire).Oncommenceraparexempleavecunmélange80 / 20%
eau/acétonitrilepourtermineràlacompositionde40 / 60%.C’estledomainedelachro
matographied’interactionhydrophile.

Onreconnaîtquatretypesd’interactionsentrelesmoléculesdesolvantetdesoluté:

–ioniquequandsolutéetsolvantonttousdeuxdesmomentsdipolaires;

–dedispersiondueàl’attractionentreellesdesmoléculesvoisines;

–diélectriques,quifavorisentladissolutiondessolutésioniquesdanslessolvantspolaires;

–parliaisonshydrogène,quandsontréunisunsolutéetunsolvantdontl’unestdonneuret
l’autreaccepteurdeprotons.

colonneLUNANH2
Hexane/Ethanol85:15
UV240nm

1 2
3

4 5 6
7

1glucose
2maltose
3maltotriose
4maltot

é
traose

5maltopentose
6maltohexaose
7maltoheptaose

C6H12O6
C12H22O11
C18H32O16
C24H42O11
C30H52O26
C36H62O31
C42H72O36

min0 2 41 3

Figure2.17Séparationdesucressurunephase«amine».
L’ordred’élutiondes7sucreshomologuesnousindiquequelaphasestationnaireest
polaireetquelepouvoird’élutiondelaphasemobilediminued’autantplusquela
massemoléculaireestplusgrande.

LaséparationdescomposéstrèspolairessurlesphasesstationnairesdetypeRP18im
posel’usaged’unephasemobiletrèsricheeneau.Danscesconditions,ilarrivequelaphase
stationnaire,quiesthydrophobe,deviennesubitementnonmouillable.Laséparationdevient
mauvaise.C’estpourquoionchoisitdepréférencedesphasesprésentantunepolaritérési
duellepourmaintenirl’interactionentrelesanalytesetl’eaudelaphasemobile(fig.2.17).

2.9CHROMATOGRAPHIED’APPARIEMENTD’IONS

Lachromatographiepar appariement d’ions(PIC, pairedionchromatography)permet
d’améliorerlaséparationdescomposésioniquesoutrèspolairesquandondécided’utiliser
unecolonneapolairesurlaquellecescomposésont troppeud’affinité(fig. 2.18). Pour
augmenterleurtempsderétention,ondoitdiminuerleurcaractèreionique.Ilsuffit,pour
certains, demodifierlepH, maispourd’autres, onajouteàlaphasemobileuncomposé
porteuràlafoisd’unechaînecarbonée(peupolaire)etd’ungroupementdechargeopposée



2 • Chromatographieliquidehauteperformance 51

àcelleducomposéàséparer(alkylammoniumoualkylsulfonate).Ceciconduitàdesd’ions
globalementneutres,assezstables.Delasorte,ildevientpossibledeséparerdescationset
desanionsinorganiquesavecunecolonnerempliedepolaritéinversée.
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Figure2.18Effetdel’appariementd’ionssuruneséparationavecunecolonneàpolaritéinversée.
Lechromatogrammed’unmélangede3nucléotidesmontreenalasituationnormale
avecuneélutiondansl’ordredespolaritésdécroissantes; enb, parcontre, situation
inversée: l’ATPassociéàl’iontétrabutylammoniumestdevenupluslipophile, etest
doncpluslongtempsretenu(adaptéd’undocumentAlltech).

2.10CHROMATOGRAPHIED’INTERACTIONHYDROPHOBE

Lachromatographieàinteractionhydrophobe(HIC,hydrophobicinteractionchromatogra
phy)permet d’améliorerlaséparationdescomposésbioorganiquestelslesprotéinesso
lublesdansl’eau.Onchoisitunecolonneapolaireetoncommencel’élutionavecunephase
mobilefortement saline(sulfated’ammonium2Met phosphatemonosodique0 ,1M,à
pH7). Danscesconditionslesprotéinessefixentparleursdomaineshydrophobessurla
PS.Ensuiteondiminueprogressivementlaconcentrationsalineafinquelesprotéinesre
passentdanslaphasemobile(fig.2.19).Ainsiellessontéluéesdansl’ordredécroissantde
leurcaractèrehydrophile.

Cetteopérationrappelleunetechniqueexpérimentaleconnueenchimieorganique:
quand,dansuneampouleàdécanter,onveutextraireavecdel’étheruncomposéorganique
auseind’unephaseaqueuse, onajoutedelasaumurepourfairereculerlasolubilitédu
composéorganiquedansl’eaudoncfacilitersonextractionparl’éther.©
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1-cytochromeC
2-myoglobine
3-ribonucléase
4-lysozyme
5-chymotrypsinogèneA

colonneHIC-Phenyl(typeRP-18)
phasemobile:
A=(NH)SO2M+KHPO0,1MpH7
B=KHPO0,1MàpH7
gradientavecaugmentationdeB
de15à100%en30min.
détectionUV280nm

42 4 2 4

24

79
4-
04
62

1

2
3

4
5

010203040 min

protéineparticule
degeldesilice

Figure2.19Séparationamélioréesurleprincipedel’interactionhydrophobe.
Chromatogrammed’unmélangedeprotéinesdemoinsenmoinshydrophiles,obtenu
endiminuantaucoursdutempslaconcentrationsaline(reproduitavecl’autorisation
delasociétéSupelco).

2.11PRINCIPAUXDÉTECTEURS

L’analyseparchromatographieararementpourbutdedéterminerlacompositiontotalede
l’échantillon,maisplutôtderepérerlaprésenceoudoseruncomposéprésent,pourlequel
onachoisiundétecteurbienadapté.Ledétecteuruniverseln’estdoncpasindispensable.
Danscertainscas, il peut mêmeêtreunhandicappourlalisibilitéduchromatogramme.
Plusnettementencorequ’enCPG,lesairesrelativesdespicsd’unchromatogrammen’ont
souventaucunrapportaveclacompositionmolaireoumassiquedumélangeanalysé.

Cependantquelqu’ilsoit,ledétecteurdoitréuniruncertainnombredequalités:donner
pourchaquecomposédétectéuneréponseproportionnelleàsaconcentrationinstantanée,
êtresensibleetavoirpeudebruitdefond,êtrestabledansletemps.

Lesmodesdedétectionlespluscourantsreposentsurlespropriétésoptiquesdescompo
sés:absorption,fluorescenceetindicederéfraction.

2.11.1Détecteursspectrophotométriques

Ladétectionest baséesurlaloi deLambertBeer(A = ´l c): l’absorbanceAdela
phasemobileestmesuréeensortiedecolonne, àlalongueurd’onde l ouplusieurslon
gueursd’ondedansl’UVoulevisible(cf.chapitre9).Laphasemobilenedoitpas,outrès
peu, absorberparellemême(fig. 2.20). L’intensitédel’absorptiondépendducoefficient
d’absorptionmolaire ´l ,cequirendimpossible,parlasimpleobservationd’unchromato
gramme,desefaireuneidéedelaconcentrationdesespècesrepérées, mêmedemanière
trèsapproximative.

LadétectionUVcorresponddoncàunedétectionsélective.Pourlescomposésquin’ont
pasdespectred’absorptionexploitable,onfaitappelàla«dérivation»postcolonnedes
analytes.
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Détectionmonochromatique. Lemodèledebasesecomposed’unesourceaudeutérium
ouàvapeur demercure, d’unmonochromateur pour isoler unebandepassanteétroite
(10nm)ouuneraie(ex.laraie254nmduHg),d’unecelluleàcirculationd’unvolumede
quelques mL(trajetoptiquede0,1à1cm)etd’unmoyendedétectionoptique.
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méthanol

tétrahydrofurane

absorbanced'unecellulede1cm
d'épaisseur,rempliedesolvantpur

Figure2.20Détectionphotométrique.
Principed’undétecteurphotométriqueàuneseulelongueurd’ondeetspectresd’ab-
sorptiondequelquessolvantsutilisésenchromatographieliquide. Onconsidèreque
lalimitedetransparenced’unsolvantcorrespondàuneabsorbancede0,2pour1cm
d’épaisseurtraversée.

L’essoractueldesbiotechnologies,commedelabiochimie,aaccrulademanded’analyse
desacidesaminés(hydrolysatsdeprotéines);onpeututiliserlesdétecteursphotométriques
àconditionderéaliseravantpassagedanslacelluledemesureuneréactionpostcolonne
aveclaninhydrineparexemple(cf.chapitre8).

Détectionpolychromatique. Lesdétecteursplusperfectionnéspermettentsoitd’enregis
trerl’absorbanceàplusieurslongueursd’ondequasisimultanément,soitdecapterenune
fractiondesecondetoutundomainedelongueursd’ondesansinterromprelacirculation
danslacolonne(fig.2.21à2.23).
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Figure2.21Chromatographied’unéchantilloncontenant
2composésAetB,dontlesspectresUVsontdifférents.

Selonlechoixdelalongueurd’ondededétection,lechromatogrammen’aurapasle
mêmeaspect.Leschromatogrammes(àdroite)d’unmélangedequelquespesticides
enregistrésàtroislongueursd’ondedifférentesillustrentcephénomène. Enanalyse
quantitative,ondoitdoncdéterminerd’abordlesfacteursderéponsedudétecteur
pourtouslescomposésanalysés(cf.analysequantitative,Chap.1).

Ledétecteuràbarrettedediodespermetnonseulementd’obtenirunchromatogramme,
maisil fournit desrenseignementsspectrauxpouvant serviràs’assurerdel’identitédes
composésséparés(fig.2.22).C’estcequ’onnommel’analysedecertitude(cf.ch.9).
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Lesdétecteursspectrophotométriquespeuventêtreutilisésenmodegradientd’élution.

tr
a
j
et

opti
que

sourceUV
polychromatiquecuve

àcirculation

barrettedediodes
réseauconcave

Figure2.22Principedudétecteuràbarrettedediodes.
LacelluledemesureestéclairéeparunesourcepolychromatiquedansleprocheUV/ Vis.
Lalumièretransmiseparl’échantillonestdisperséeparunréseauàréflexionsurun
détecteurconstituéparunerangéedediodes(plusieurscentaines),chacunepermettant
deconnaîtrel’absorbancemoyennesurunintervalletrèsétroitdelongueurd’onde
(ex.1nm).

Lesspectressuccessifsdescomposéséluésparlaphasemobile,captésensortiedeco
lonne,sonttoutd’abordmisenmémoireparl’instrumentaufuretàmesuredel’élution,pour
êtretraitésultérieurementparunlogicieladapté.Onobtientdesspectrochromatogrammes
souventspectaculaires(fig.2.23).Cetteacquisitiond’ungrandnombredespectrespourune
seuleanalyseaccroîtlespotentialitésdecesdétecteursquiseprêtentàdemultiplesusages,
tellelareprésentationtopographiquedelaséparationeffectuée, A = f( l , t)(diagrammes
d’isoabsorption).
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Figure2.23–Représentationsousformetridimensionnel,A = f (t, l ),d’uneséparation
chromatographiqueobtenueparuneméthoded’enregistrementrapide

(reproduitavecl’autorisationdelasociétéTSPinstruments).

2.11.2Détecteurspectrofluorimétrique

Lescomposésfluorescentsréémettent sousformederadiationslumineusesunefraction
plusoumoinsgrandedurayonnement delasourceauquel ilssont soumis(cf. ch. 11).
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L’intensitédefluorescenceestproportionnelleàlaconcentrationdelasubstanceàcondition
quecelleci restefaible. Lesdétecteursdefluorescence(fig. 2.24)àlafoissensibleset
sélectifssontutilisablespourlescomposésnaturellementfluorescentsetpourtousceuxqui
peuventledevenirpartraitementpréalableàladétection.Danscederniercasonfaitappel
auxprocédésdedérivationpréoupostcolonne:unautomateplacésoitavantlacolonne
soitentrelacolonneetledétecteureffectueuneouplusieursréactionssurlescomposésafin
delesrendrefluorescents.

Ensuivantceprincipe, ondoselestracesdecarbamates(pesticides)dansl’environne
ment, parsaponificationavecdelasoudepuisréactionsurl’aldéhydeophtalique, pour
transformerlaméthylamineenundérivéfluorescent(fig.2.24).
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7-benzo(a)pyrène
8-dibenzo(a,h)anthracène
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10-indéno(1,2,3cd)pyrène

repèretempsmort
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Mélanged'hydrocarbures
aromatiques(HPA)
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détecteuràfluorescence

Figure2.24Détectionfluorimétrique.
Exemplederéactifsutiliséspourrendrefluorescenteslesaminesprimairesparaction
del’OPAenprésencedemonothioglycol.Détail d’unecelluleàcirculationpourdétec-
terlafluorescence. Danslapratique, lafluorescenceestobservéedansunedirection
perpendiculaireàladirectiondel’excitation(reproduitavecl’autorisationdelasociété
Hewlett-Packard).Chromatogrammed’unmélangedequelqueshydrocarburespolynu-
cléairesaromatiques(HPA).L’intensitédefluorescencevarieénormémentd’uncomposé
àunautre,àlafoisparcequelalongueurd’onded’excitationdevraitêtreajustéepour
chaquecomposéetquel’intensitédefluorescencevarieégalement.Ilexistedesdétec-
teursprogrammablespourobteniruneréponseoptimale.
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2.11.3Détecteurréfractométrique

Cetypededétecteurcomporteunréfractomètredifférentielquiapourobjetdemesureren
continuladifférenced’indicederéfractionentrelaphasemobileetl’effluentdelacolonne.
Pourcelaunfaisceaulumineux(monooupolychromatique)passeàtraversunecellule
comportantdeuxcompartimentsdontl’unestrempliaveclaphasemobileseuleetl’autre
avecl’effluentensortiedecolonne(fig.2.25).Ladifférenced’indiceentrelesdeuxliquides,
quiapparaîtlorsqu’uncomposéestmélangéàl’éluant,setraduitparundéplacementangu
lairedurayonréfracté.Danslapratique,lesignalcorrespondàlamesureencontinudela
rétroactionqu’ilfautfourniràunélémentoptiquepourcompenserladéviationdufaisceau
réfléchi.

chromatogramme

10 15 20min

photodiodeàdeuxplages

impactdu
faisceaulumineux

phasemobile
deréférence

celluleréfractométrique(icin>n)
12

n
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n
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phasemobileen
avaldelacolonne
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détecteursource cellule
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optique

dispositif
asservissement

S
r

i

détecteur

Figure2.25Undétecteurréfractométriquedifférentielàdéviation.
Trajetoptiqueauniveaudelacellule.

LeprincipereposesurlesloisdeFresneldetransmissiondelalumièredanslesmilieux
transparentsdontl’indicederéfractionest n. Lecontrôledelapositiondufaisceau
réfractéestobtenuavecunephotocelluleàdeuxplagessensibles,dontonmaintient
lesréponseségalesparuncoinoptique(nonreprésenté).Aspectd’unchromatogramme
d’unmélangedesucresobtenuaveccetypededétecteur.

Cedétecteurconsidérécommequasiuniverselprésentel’inconvénientd’êtrebeaucoup
moinssensiblequeledétecteurUV,etd’êtretropsensibleauxvariationsdetempérature.
Il faut quesatempératuresoit parfaitement régulée(à0 ,001

◦
C)et quelacolonnesoit

thermostatée.Ilconduitàdespicsnégatifsoupositifs,cequiimposeunréglagedelaligne
debaseàmihauteurdugraphe.Ilnepeutêtreutiliséqu’enmodeisocratique.Eneffet,en
gradientd’élution,lacompositiondelaphasemobileévolueaucoursdutempsainsique
sonindice,d’oùunedérivedelalignedebase.Lacompensation,facilementobtenuedans
lecasd’unéluantdecompositionfixe,n’estplusréalisablequandlacompositiondel’éluant
entêtedecolonnediffèredecellequiensort.Iln’estdoncutiliséquepourlescomposés
quin’absorbentpasdansl’UVVisibleouensérieavecd’autresdétecteurs.



2 • Chromatographieliquidehauteperformance 57

2.11.4Autresdétecteurs

L’identificationd’uncomposéd’aprèssonseultempsderétentionestquelquefoisaléatoire.
Elleexigequ’onendisposeàl’étatauthentiquepourpouvoirfaireuneinjectiontémoin.

Desdétecteursplusperfectionnés, donnant desinformationscomplémentairessurles
produitséluésdelacolonne,peuventêtreinstallésensortiedecolonne.

Onaboutit,quandledétecteurconstitueàluiseulunesecondeméthoded’analyse,àdes
identificationsbidimensionnellesplussûres. Danscedomaineontrouvediverstypesde
spectrophotomètresàquionfaitjoueràlafoislerôlededétecteursclassiques(obtentiondu
chromatogramme)etd’outilsd’identificationdesespècesséparées(cf.§16.5).Lecouplage
aveclaspectrométriedemasse(CLHP / SM),esttrèsutilepouridentifierlesmélangesde
composésconnusquandondisposed’unespectrothèqueadaptée.Quantaucouplageavec
laRMN(CLHP / RMN1H),longtempsconsidérécommeimpossible,ilfacilitegrandement
l’étudedesmélangescomportantdescomposésinconnus(cf.chapitres15et16).

2.12TENDANCESACTUELLESDELACLHP

L’intérêtportéàlatechniquecoupléeCLHP / SMafaitprogresserlachromatographieli
quidedanslesensdelaminiaturisation(fig.2.26).Eneffetleprincipalproblèmerencontré
lorsqu’oninstalleunspectromètredemasseenavald’unchromatographeliquideestl’éli
minationdelaphasemobile.Pourcelalepassageàlachromatographieliquidecapillaire
ouàlananochromatographie,deuxtechniquesenvoiededéveloppement,facilitel’inter
façageentrelesdeuxappareils.

L’adaptationdemicrocolonnesaugmentelesperformancesdesséparations, maisen
contrepartielepassagedelatechniqueauroyaumedeLilliputestexigeantsurleplandela
réalisation.Ilfautsavoirgérerlesmicrodébitsdephasemobile,lesvolumesmortslesplus
petitspossiblessurtoutleparcours,delachambredemélangepourgradientsjusqu’auvo
lumedelacellulededétection(fig.2.27).Ondoitutiliserdeschromatographesspécifiques
encorepeunombreuxouadapterlesappareilsconventionnels,maislareproductibilitédes
gradientsest difficileàceniveau. Lesmicrofuitesdespompesdeviennent del’ordrede
grandeurdesdébitsàréaliser.

4,6mm 0,3mm 0,08mm

1:1 1:235 1:3762

1mL/min(débittype)

2mm

1:5,3

0,2mL/min 7µL/min 0,3µL/min

(diam.int.)

Figure2.26Comparaisondesdébitsdansdescolonnesdediamètresdifférents.
Enadmettantqueleremplissagedecesquatrecolonnesestdemêmenatureetde
mêmeporosité, onvoitl’avantagequeprésentelepassagedelaCLHPclassique(à
gauche)àlaCLHP-capillaireouàlanano-CLHP(àdroite).Pluslediamètredelacolonne
estétroit,pluslaconsommationdephasemobilediminue.

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



58 Partie1• Méthodesséparatives

Outrecetteminiaturisationdansl’échelledesquantitésséparées,onnoteencored’autres
axesdeprogression:
 Choixdephasesstationnairesadaptéesàdesséparationsparticulières: sucres, HPA,

amines,nucléotides...
 Diminutiondestempsd’analysetoutenmaintenantlarésolution. Pourcelaontendà

utiliserdescolonnescourtesetdesphasesstationnairesforméessoitdeparticulesnon
poreusesdepetitdiamètre(3 mmoumoins),soitd’unréseauporeuxdegeldesilice(co
lonnesmonolithiques), autorisantdesdébitsplusrapides. Onpeutégalementopérerà
destempératuresplusélevées.Leséquilibresdeconcentrationsontplusrapidementat
teintsetlaviscositédelaphasemobilediminue.Lapressionétantmoinsélevée,onpeut
augmenterledébitetainsiraccourcirletempsd’analyse.Ilestnécessairecependantde
disposerd’installationsadaptées.

colonne15cmx4,6mm(DI) colonne5cmx4,6mm(DI)

minmin 0 2 465 10 15 20 25 300

Figure2.27Comparaisondedeuxchromatogrammesobtenusàpartird’unmêmemélange.
Unecolonnepluscourteetdesparticulespluspetitespermettentungaindetemps
appréciablepourdesperformancescomparables.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.hplc.co.uk.com www.varianinc.com
www.thermo.com/finnigan www.dionex.com
www.upchurch.com www.lcpackings.com
www.perkinelmer.com www.shimadzu.com
www.agilent.com www.supelco.com
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice2.1
LesappareilsactuelsdeCLHPpeuventutiliserdescolonnesde300 mmdediamètreinterne
(dC dansletexte)pourlesquellesledébitoptimumconseilléestde4 mL·min

−1.

1.Montrerparuncalculsimplequecedébitconduitpratiquementàlamêmevitesselinéaire
delaphasemobilequepourunecolonnedemêmetypemaisd’undiamètrestandardde4,6
mmpourlaquelleledébitconseilléestde1mL ·min

−1.

2.Laséparationd’unéchantilloncomportant16HPA(hydrocarburespolyaromatiques)a
étéeffectuéesurunecolonnedetypeRP–18(L C = 25cm,d C = 300 mm).Ledébitdela
phasemobile(acétonitrile/eau)estde4 mL·min

−1.L’undecesHPAauntempsderétention
de48min.

Calculerlevolumederétentiondececomposé.Quepeutonenconclure?

3.Ondisposededeuxcolonnesrempliesdelamêmephasestationnaire, l’uneaundia
mètreintérieurd C de4,6mmetl’autre,de300 mm.Lescolonnesontmêmeslongueuret
tauxderemplissage(V S/ VM).Ondécidedelesutilisersuccessivementaveclemêmechro
matographeetdansconditionsidentiques,aveclesdébitsconseilléscidessuspourchacune
d’elles.Oninjectelamêmequantitéd’unmêmecomposédanslesdeuxexpériences.

a)Quandonpassed’unecolonneàl’autre,levolumederétention(oud’élution)ducomposé
estilmodifié?

b)Silasensibilitédudétecteurn’apasétémodifiéeentrelesdeuxexpériences,l’intensité
dupiccorrespondantseratelledifférente?

Exercice2.2
Quel est l’ordred’élutiondesacidessuivantsenCLHPavecunecolonnedont laphase
stationnaireest detypeC18et unephasemobileuntamponformiateC = 200mM, de
pH9?

1.acidelinoléique CH3(CH2)4CH = CHCH2CH = CH(CH2)7CO2H

2.acidearachidique CH3(CH2)18CO2H

3.acideoléique CH3(CH2)7CH = CH(CH2)7CO2H

Exercice2.3
Indiquerenregarddechacunedecestechniqueschromatographiques,letermequirepré
sentelemodeessentieldefixationsurlaphase.

1. phaseinversée a. massemoléculaire
2. perméationdegel b. hydrophilie
3. chromatographieionique c. hydrophobie
4. phasenormale d. protonation/ionisation

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



60 Partie1• Méthodesséparatives

Exercice2.4
OnétudieparCLHPlaséparationdedeuxcomposésAet Bavecunecolonnedetype
RP–18.Laphasemobileestunmélangebinaired’eauetd’acétonitrile.Onadmettraqu’il
existeunerelationlinéaireentrelelogarithmedufacteurdecapacitéet lepourcentage
d’acétonitriledumélangebinaireeau/acétonitrileutilisé. Àpartirde2chromatogrammes
obtenusl’unavecpourphasemobileunmélangeeau/acétonitrile70 / 30v/ vetl’autreavec
unmélangeeau/acétonitrile30 / 70v/ v,leséquationsdesdeuxdroitessont:

pourlecomposéA: logk A = −6,075 × 10
−3 (%MeCN)+1 ,3283

pourlecomposéB: logk B = −0,0107(%MeCN)+1 ,5235
a)Trouverlacompositiondelaphasebinairequiconduiraitàunfacteurdesélectivitéde1.
b)Onsupposequepourchaquecomposé,lalargeurdupiccorrespondantsurlechromato
grammeàmihauteurestlamêmeetquel’efficacitédelacolonnen’estpasmodifiéesuivant
lacompositiondelaphasemobile.Larésolutionentrelesdeuxpicsestellemeilleurepour
laphasemobilecontenant70%d’eauou30%d’eau?Montrerl’intérêtpratiqueduchoix
précédent.



Chapitre3

Chromatographieenphasegazeuse

Lachromatographieenphasegazeuse(CPG)estunetechniquetrèsrépandue,dontlespre
mièresapplicationssontmaintenantvieillesdeplusde60ans.Sondéveloppementquin’a
cessédepuis, estdûàsonextrêmesensibilité, àsapolyvalence, àlarapiditédemiseau
pointdesanalysesnouvellesetauxpossibilitésd’automatisation, quiaugmententencore
plussonintérêt.Laséparationsurlacolonnesefaisantsurdescomposésquidoiventêtre
àl’étatgazeux,l’analysedesliquidesousolidesimposedepouvoirlestransformeràl’état
devapeurparchauffage.C’estsansdoutelaprincipalecontrainteàlaquelleilfautpen
seravantdechoisircettetechnique,puisqu’ellelimitesonemploiàl’étudedescomposés
moléculairesthermostablesetsuffisammentvolatils. Latrèsgrandesensibilitédesdétec
teurspermetdedécelerdesquantitésdel’ordredupicogrammepourcertainscomposés.
Lesapplicationssonttrèsnombreusesdanstouslesdomainesetlesdéveloppementsdela
chromatographiegazeuseàgrandevitesseoumultidimensionnellerendentcettetechnique
toujoursplusattractive.

3.1PRINCIPED’UNEINSTALLATIONDECPG

UnappareildeCPGréunitdansunbâtiunique,outrelestroismodulesclassiques,injecteur,
colonneetdétecteur,unfourthermostatéquipermetdeporter,sinécessaire,lacolonneà
unetempératureélevée(fig.3.1).Laphasemobilequientraînel’échantillondanslacolonne
estungaz,appelégazvecteur.Lesdébits,contrôlésavecprécision,permettentunegrande
répétabilitédestempsderétention.

L’analysedébuteàl’instantoùonintroduitunetrèspetitequantitédel’échantillon,sous
formeliquideougazeuse, dansl’injecteur, qui aladoublefonctiondeleporteràl’état
devapeuret del’amenerdanslefluxgazeuxentêtedelacolonne. Celleci seprésente
commeuntubedefaiblesectionenroulésurluimême,de1àplusde100mdelongueur
suivantlescasetcontenantlaphasestationnaire.Cettecolonneestplacéedansuneenceinte
àtempératurerégulée. Ellepeut serviràdesmilliersd’injectionssuccessives. Laphase
gazeusequiatraversélacolonnepassedansundétecteuravantdesortiràl’airlibre.Certains
modèlesdechromatographesontunealimentationautonomeainsiqu’unetailleréduitepour
faciliterl’emploienmilieuextérieur,surleterrain(fig.3.16).
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EnCPGilyaquatreparamètresopérationnelspourunephasestationnairedonnée: L,
longueurdelacolonneetu,vitessedelaphasemobile(quiconditionnentN),Ttempérature
delacolonneet b rapportdephase(quiconditionnentk).Lesréglagesduchromatographe
permettentd’agirsurTetsuru,doncsurl’efficacitéetsurlesfacteursderétention.

enceintethermostatée( 30,450°C)*
injecteur COLONNE détecteur

traitementdusignal

sortiegazvecteurentréeéchantillon

régulateurdepression
débitmètres

gazvecteur

*ouavecdispositifcryogéniqueàpartirde–80°C

1ac étone
2 2-heptanone
3 2-octanone
4 2-nonanone
5 2-décanone
6 2-tridécanone
7 2-pentadécanone
8 2-heptadécanone0 4 8 12 16min

Mélangedecétones Phase:polysiloxane,film0,25µm
Colonne:25m,Diam.int.:0,22mm
Temp.de60à240°C
Inj.Split

1

2 3
4

5

6

7

8

Figure3.1 UneinstallationdeCPG.
Unchromatographecommercial,lemodèle6890delasociétéAgilent Technlogies.
L’instrumentreprésentécomporteégalementunporte-échantillonsetuninjecteurau-
tomatique.Schémafonctionneld’unappareildeCPG.Chromatogrammed’unmélange
decétones.
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3.2GAZVECTEURETRÉGULATEURDEDÉBIT

Onutilisecommephasemobilel’undestroisgazsuivants:l’hélium,lediazoteouledihy
drogène.Ilsproviennentsoitd’uncylindresouspressionsoitd’ungénérateur(électrolyse
del’eaupourH 2 etséparationdel’airpourN 2),cequial’avantagedefournirsurplaceun
gaztrèspur.Cegazvecteurdoitêtreexemptdetracesd’hydrocarbures,devapeurd’eauet
dedioxygènequisecomportentcommedesimpuretéspréjudiciablespourcertainesphases
stationnairespolairesetquiréduisentlasensibilitédesdétecteurs.C’estlaraisonpourla
quelleonplaceundoublefiltre,desséchantetréducteur,justeenamontduchromatographe.

Lanaturedugazvecteurnemodifiepasdemanièresignificativelesvaleursdescoef
ficientsdedistributionKdescomposésparsuitedel’absenced’interactionentregazet
solutés,latempératureétantleseulfacteurdemodificationimportant.Enrevanche,lavis
cositéetlavitessedugazdanslacolonneontuneinfluencesurladispersiondescomposés
danslaphasestationnaireet surladiffusiondanslaphasemobile(cf. équationdeVan
Deemter),doncsurleparamètred’efficacitéNetsurlasensibilitédeladétection(fig.3.2).

Lapressionentêtedecolonne(quelquesdizainesàquelquescentainesdekPa)estsoit
stabiliséeavecunsystèmemécanique,soitasservieélectroniquementafinqueledébitde
meureconstant(systèmeEPC,pourelectronicpressurecontrol).Eneffet,pouruneanalyse
réaliséeenmodedeprogrammationascendantedetempérature, laviscositédelaphase
stationnaireetparsuitelapertedechargeaugmententaucoursdutemps.Ilestdoncpré
férablequelapressionsoitcorrigéepourconserveraugazvecteurunevitesseconstanteet
optimale.Ilenrésulteuneanalyseplusrapideetunelongévitéaccruedescolonnes.
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Figure3.2 Efficacitéenfonctiondelanatureetdelavitesselinéairedugazvecteur.
CescourbestypiquesdevanDeemtermontrentquel’hydrogèneest,parmi les3gaz
étudiés,celuiqui permetlesséparationslesplusrapides,àperformanceségales,tout
endonnantplusdesouplesseencequiconcerneledébit,cequiesttrèsutileenmode
programmationdetempérature.Noterl’augmentationdelaviscositédecesgazavec
latempératureT. Onconstateaussi quel’héliumestplusvisqueuxquelediazote, à
températureégale.

L’injecteuretledétecteurontdesvolumesmortsquientrentenlignedecomptedansle
volumederétentiontotal.EnCPGlaphasemobileétantcompressible,ledébitmesuréen
sortiedecolonnedoitêtrecorrigéparlefacteurdecorrectiondecompressionJ,quitient
comptedelasurpressionenamontdelacolonne(cf.formule3.1).Silechromatogramme
comporteunpicdûàuncomposénonretenu,ilestpossibledecalculerlavitessemoyenne
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deprogressiondugazvecteurdanslacolonne. Parailleurs, enadaptant undébitmètreà
bulledesavonensortiedecolonne,onpeut,connaissantsondiamètre,endéduirelavitesse
u0 dugazvecteuràlasortiedel’appareil,àlapressionatmosphériqueP 0.Lerapportentre
cesdeuxvitessesestégalàJ,facteurdecompression(oucoefficientdepertedecharge),
luimêmereliéàlapressionrelativeP / P0 (Ppressionentêtedecolonne):

J =
u
u0

=
3
2

· (P / P0)2 − 1
(P / P0)3 − 1

(3.1)

3.3INTRODUCTIONDEL’ÉCHANTILLONETCHAMBRE
D’INJECTION

3.3.1 Introductiondel’échantillon

Unetrèspetitequantitéd’échantillonensolution(ex.0 ,5 mL),estintroduitedansl’appareil
avecunemicroseringue(fig.3.3)dontilexistedenombreuxmodèlesadaptésauxdiversin
jecteursetcolonnes.Pourleséchantillonsgazeuxonutilisedesvannesàbouclessemblables
àcellesquel’onrencontreenchromatographieliquide(cf.§2.4).Pourmieuxmaîtriserlare
productibilitédesinjections–lesimplechangementd’opérateurpouvantconduire,enmode
manuel, àdesdifférences–, onadaptepresquetoujoursuninjecteurautomatiquegrâce
auquellesmouvementsdelaseringuesontautomatisés(fig. 3.1). Associéàuncarrousel
porteéchantillons,ildevientpossibledeprogrammerlaséquencecycliquedeprélèvement
del’échantillon,desonintroductiontrèsrapidedansl’injecteur(0 ,2s)etdurinçagedelase
ringue.Cettedernièrephaseestimportantepouréviterlescontaminationsd’unéchantillon
àl’autrelorsqu’ils’agitdedosagesenchaînésdemanièreautomatique.

Figure3.3 Seringuede10 mL d’untypecourant,utiliséenCPG.
Unguideévitedetordrelepiston,trèsfragile.Dansd’autresmodèles(0,5à1 mL),le
pistonrentredansl’aiguillepourlibérerlatotalitédel’échantillonetévitertoutvolume
mort(reproduitavecl’autorisationdelasociétéHamilton).

Unetechniqued’échantillonnageconnuesouslenomd’«espacedetête»,dontilexiste
deuxvariantes,ditesstatiqueetdynamique,esttrèsrépandueenCPGpourfairel’analyse
qualitativedesconstituantsvolatilsdeséchantillons(cf.chapitre21).

3.3.2 Injecteurs

L’injecteurestlaported’entréedel’échantillondanslechromatographe. Iladeuxautres
fonctions:vaporiseretentraînerentêtedecolonnel’échantillonmélangéaugazvecteur.
Lescaractéristiquesdesinjecteurs, ainsi quelesmodesd’injection, diffèrent suivant les
typesdecolonnesauxquelsilssontréunis.Laqualitédesséparationsdépenddecettephase
del’analyse.
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Injecteuràvaporisationdirecte. Il consisteenuntubemétalliquedoubléd’unchemi
sagedeverre(appeléinsert),balayéparlegazvecteuretchaufféàlatempératuremoyenne
d’ébullitiondescomposésàchromatographier. L’aiguilledelamicroseringuecontenant
l’échantillontraversel’unedesextrémitésdel’injecteurobturéeparunepastilled’élasto
mèresiliconé(leseptum). L’autreextrémitéestraccordéeàlacolonneégalementchauf
fée(fig. 3.4). Latotalitédel’échantillonintroduit, immédiatementvaporisé, partdansla
colonneenquelquessecondes. Cetteméthodeconvientpourlescolonnesrempliesetles
grossescolonnescapillaires,quandledébitdegazvecteuratteintaumoins8mL / min.

extrémité
seringue

gazvecteur

colonne

insert

septum
couped'unseptumà"becdecanard"

entréedel'injecteur
(vueéclatée)

septum

détaildupassage
del'aiguilledeseringue

bouchonàvis

corpsdel'injecteur

unseptumclassique
enélastomère

Figure3.4 Injecteuràvaporisationdirecteutilisépourcolonnesremplies.
Schémadebased’unmodèleclassiqueàseptum.Ilexisteunegrandevariétéd’inserts
enfonctiondesapplications.Adroiteunevariantedeseptum(le«microseal»Merlin),
pouvantservirdesmilliersdefois(reproduitavecl’autorisationdelasociétéAgilent
Technologies).

Injecteuravecousansdivision. Pourlescolonnescapillaires,àfaiblecapacitéd’échan
tillon,lespluspetitsvolumesqu’ilestpossibledepréleveravecunemicroseringue(0 ,1 mL)
peuventsaturerlacolonne.Onutilisealorsdesinjecteurspouvantfonctionnersuivantdeux
modes,avecousansdivision(encoreappeléssplitousplitless).

Uncourantdegazvecteurarriveavecungranddébitdanslachambredevaporisationoù
ilsemélangeàl’échantilloninjecté(fig.3.5).Unevannedefuite,courammentrégléeentre
50et100mL / min,divisecedébitendeuxfractionsdontlaplusimportanteestéliminéedu
corpsdel’injecteurenentraînantlamajeurepartiedel’échantillonintroduit.Lerapportde
division(splitratio)peutvarierentre20et500.Seulelapluspetitefractionpénètredansla
colonne.Ellecontientunefractiondel’échantillonquiestégaleaurapportdedivision.

Rapportdedivision = (débitsortiesplit+débitsortiecolonne) / (débitsortiecolonne)

Cetyped’injecteurpeutégalementfonctionnerenmodesplitless.Danscemoded’intro
ductionréservéauxéchantillonsensolutiontrèsdiluée,oninjectelentementlecontenude
lamicroseringueenlaissantlavanne2(fig.3.5)enpositionferméedurant0,5à1minute
afinquelescomposésvaporisésaveclesolvantseconcentrentdanslestouspremiersdé
cimètresdelacolonne.Cemoded’injection,quidemandeplusd’expérience,sefaitàune
températureplusbasseaudépartafinquelesolvantprécèdelescomposésdanslacolonne.
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L’ouverturedelavanne2éliminedel’injecteurl’excèsd’échantillon. Ladiscrimination
entrelescomposésesttrèsfaible.

méthadone(picn°3)etmétabolites(picsn°1et2)

Splitless

make-up

colonnecapillaireDB30m,diam.int.320µm
e=0,25µm;gazvecteurHe40cm/s
T=55°C1minpuis55à260°Cà30°C/min
Inj. ,1µLpendant30s
détectionàionisationdeflamme
gazd'appoint( ),diazote30mL/min.

f

septum

gazvecteur

insert

extrémité
seringue

purgeduseptum

airde
refroidissementsortiesplit

colonnecapillaire

1

2

a

c

b

1

2

3

Figure3.5 Injecteurs.
Enhaut:àgauche,chambred’injectionavecdiviseur(lasortie2règlelesplit);àdroite,
injectionàfroiddanslacolonne;enbas:aspecttypiqued’unchromatogrammeob-
tenuenmodesplitless.Lepicsolvantpeutocculterunepartiedescomposés,àmoins
d’utiliserundétecteursélectifquine«voit»paslesolvant.

Enanalysequantitative,l’injecteuravecdiviseurpeutconduireàdeserreursdeconcen
trationsduesàunefortediscriminationentrelescomposésdontlesvolatilitéssonttrèsdif
férentes:lacompositiondelafractionrentrantdanslacolonneestdifférentedecelledela
fractionéliminée.Onévitedonccemoded’injectionlorsqu’onutiliselaméthodedel’étalon
externe(cf.section1.15).Ceproblèmepeutêtreenpartiecorrigéparlaformeetlevolume
dumanchonenverrequisetrouvedansl’injecteur.

Injecteuràtempératureprogrammable. CetinjecteurencoreappeléPTV,(Programmed
TemperatureVaporizer), est deconceptionanalogueàcelledel’injecteursplit / splitless.
Cependantlatempératuredelachambred’injectionpeutêtreprogrammée,de20àplusde
300

◦
C,enquelquesdizainesdesecondes(fig.3.6).
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Ilconjuguelesavantagesdel’injectionenmodesplitousplitlessàceuxdel’injection,à
froiddanslacolonne.Onpeutciterplusparticulièrement:
 l’absencedediscriminationdueàl’aiguille;
 l’utilisationdeseringuesclassiques;
 l’éliminationdusolvantoudescomposésdebaspointd’ébullition;
 unplusgrandvolumed’injection.

Sestroisprincipauxmodesdefonctionnement sont l’injectionàfroidenmodesplit,
l’injectionàfroidenmodesplitlessetl’injectionavecéliminationdusolvant.

Dansl’injectionavecdivision, àfroid, l’échantillonest introduit danslachambrede
vaporisationfroide. Immédiatement après, lavannedefuiteestouverteetl’injecteurest
chauffé.Commel’échantillonn’estpasinstantanémentvaporisé,lesolvantetlesdifférents
composéspénètrentdanslacolonnedansl’ordredeleurpointd’ébullition.Decefait,iln’y
a,àaucunmoment,surchargedelacolonne.

septum

chauffage

insert

lainedeverre

refroidissement

refroidissement

purgeseptum

sortiegaz

entréegaz

colonnecapillaire

Figure3.6 InjecteurPTV,àtempératureprogrammable.
Pourpermettredefairedesgradientsrapidesdetempéra-
ture,lachambred’injectionestentouréed’unerésistance
etd’unecirculationdegazfroid.

L’injectionsans division, àfroid ,
est utiliséepour l’analysedetraces,
la vanne de fuite est fermée pen
dant l’injection. Lachambred’injec
tionestensuitechaufféeafindetrans
férer l’échantillon dans la colonne
maintenuefroide.

Danslemodeinjectionavecélimi
nationdesolvant,l’échantillonestin
troduitdansl’injecteurfroid.Aprèsin
jection, lavannedefuiteest ouverte,
ledébitdefuiteesttrèsélevéetpeut
atteindre1000mL / minpouréliminer
toutlesolvant.Puisl’injecteuresten
suitechauffépourpermettreletrans
fert descomposéslourdsdanslaco
lonne, lavannedefuiteétant fermée
(modesplitless). Il est ainsi possible
d’injecterjusqu’à50 mLenuneseule
injectionoujusqu’à500 mLd’échan
tillonensolutiondansunsolvantvola
til,enplusieursinjections.Cettetech
niquepermet doncd’éliminerl’étape
deconcentrationpréliminaireavantin
jection.

Injectionàfroiddanslacolonne.
Ceprocédé(COC, ColdOnColumn)
consisteàinjecterl’échantillondirec
tementàl’intérieurdelacolonnecapil
laire(«oncolumn» ), savaporisation
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sefaisantaprèsdépôt.L’utilisationd’unemicroseringuedontl’aiguille(acierousilice),a
undiamètredel’ordrede0,15mmseulementestnécessairepourpénétrerdanslacolonne.
Celleciestrefroidievers40

◦
Cavantdereprendresatempératurenormale. Ceprocédé

utilepourlescomposésfragilesestdifficileàmaîtrisersansinjecteurautomatique. Ilest
réputépournepasprovoquerdediscriminationentrelescomposésdontlesvolatilitéssont
différentes(fig.3.5).

3.4ENCEINTETHERMOSTATÉE

Lechromatographecomporteuneenceintequipermetdechaufferlacolonnejusqu’àplus
de400

◦
C.Elledoitavoirunefaibleinertiethermiquepourpermettreunemontéecontrôlée

etrapideentempérature(rampepouvantallerjusqu’à100
◦
C/ min)etuneexcellentestabi

lisation(au1 / 10de
◦
C).EnadjoignantunevannecryogéniquealimentéeparN 2 ouCO 2

liquides,l’enceintepeutêtreréguléeàbassetempérature.

3.5COLONNES

Ilexistedeuxtypesdecolonnes,lescolonnesremplies(oucolonnesàgarnissage)etlesco
lonnescapillaires(fig.3.7).Ellesn’offrentpaslesmêmesperformances.Pourlescolonnes
remplies,laphasestationnaireestimmobiliséeparimprégnationouparréactionchimique
aveclesupportporeux.Pourlescolonnescapillaires,unefaibleépaisseurdephasestation
naireestsoitdéposée,soitgrefféesurlasurfaceinternedelacolonne.

3.5.1Colonnesremplies(àgarnissage)

Cescolonnes, d’undiamètrede1 / 8ou1 / 4d’inch(3,18ou6,35mm)etde1à3mde
long,sontfabriquéesàpartird’untubed’acieroudeverredontlaparoiinterneesttraitée
pouréviterd’éventuelseffetscatalytiquessurl’échantillon. Ellessupportent undébit de
gazvecteurallant de10à40mL / min. Ellescontiennent unsupport poreuxet inerte. Il
s’agitdesolidesayantunesurfacespécifiquede2à8m 2/ gquiseprésententsousforme
degrainssphériquesd’environ0,2mmdediamètre.Ilssontobtenusàpartirdediatomites,
silicatesfossiles(kieselguhr,tripoli)dontlesqueletteestchimiquementcomparableàdela
siliceamorphe,etd’unliant.L’undesplusconnusportelenomdeChromosorb ®.D’autres
matériauxdesynthèseontégalementétédéveloppés,telleSpherosil ® constituédepetites
sphèresdesilice.Laprésencedenombreuxgroupementssilanolsconfèreàtouscessupports
uneréactivitéchimiquecomparableàcelledugeldesilice.Touscessupportspermettent
legreffageoul’imprégnationdelaphasestationnaire(àuntauxquipeutvarierentre3et
25%).

Bienqu’ayantdesperformancesmoinsélevéesquelescolonnescapillaires, ellessont
toujoursutiliséespourcertainesanalysesderoutinenormalisées.Ellessontfacilesàfabri
queràfaçonàpartird’ungrandchoixdephasesstationnaires.Ellesnesontcependantpas
adaptéesauxanalysesdetracesactuelles.
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3.5.2Colonnescapillaires(àtubeouvert)

Ellessontgénéralementensilicefonduedegrandepureté,obtenueparcombustiondetétra
chlorosilane(SiCl 4)dansuneatmosphèrededioxygène.Lediamètreinternedecescolonnes
variede100à530 mm(laprécisionestdequelques%).Latechnologieestparticulièrement
délicatepourobtenirdescolonneparfaitementcylindriques,dontlalongueurpeutallerjus
qu’à100mpouruneparoi d’environ50 mm(fig. 3.7). Ellescomportent unrevêtement
extérieurbrundepolyimide,polymèrethermiquementstable(T max = 370

◦
C),pourles

rendremoinsfragilesetpouvoirlesenroulersurellesmêmesgrâceàunsupportmétallique
adapté.Quelquesfabricantsproposentaussidescolonnesfaitesàpartird’uncapillaireen
métal(aluminium,nickelouacier)quiacceptent,silaphasestationnairelepermet,destem
pératuresatteignant450

◦
C.Laparoiinternedelacolonnesubitdiverstraitementspourla

prépareràunebonnefixationdelaphasestationnaire.Ilpeuts’agird’uneattaquechimique
(HClà350

◦
C),oud’undépôtd’unefineépaisseurd’alumineoudegeldesilice.

Laphasestationnairerecouvrelaparoiinternesuruneépaisseurrégulièrepouvantaller
de0,05à5 mm.Elleestousimplementdéposéeoumieuxgrefféepardesliaisonscovalentes
éventuellementsuivied’unepolymérisationavecréticulationsurlaparoi.Cedépôtestob
tenuparévaporationd’unesolutionouparpolymérisationinsituaucontactdelaparoi.
CesontlescolonnesWCOT(WallCoatedOpenTubular), etPLOT(PorousLayerOpen
Tubular)suivantlanaturedelaphasestationnaireconcernée.Certainesrésistentàdesrin
çagespériodiquesavecdessolvantspourleurfaireretrouverleursperformancesinitiales.

Colonnes«530 mmmm».Constituéesparuncapillairede0,53mmdediamètreinterneet
de5à50mdelong,cescolonnesdésignéespar«widebore»,«megabore»ou«macro
bore»nécessitentundébitdegazvecteurd’aumoins5mL / min.Lesperformancesdeces
colonnessontinférieuresàcellesdescolonnescapillairesdepluspetitdiamètre,maiselles
peuventêtresubstituéesauxcolonnesrempliessurleschromatographesplusanciens,tout
enconservantlesmêmesinjecteursetdétecteurs.Ellessontsupérieuresàcesdernièrescar
ellesontaussipourintérêtdedonnertrèspeuderessuage,(bleedselonletermeanglais),
c’estàdiredeperteprogressivedephasestationnaire.CescolonnessontdetypeWCOTou
PLOT,rarementdescolonnesremplies.

a b

b

c

c

d

phasestationnaire
(film)

verredesilice

ou

revêtement
polymèrique

diam.interne
0,15mm

remplissage
avecphase
stationnaire

Figure3.7 ColonnesdeCPG.
Représentationàlamêmeéchelledessectionsdestroistypesdecolonnes.a)Colonne
rempliede2mmdediamètre;b)colonnecapillaire«530»de0,53mm;c)colonne
capillairede0,1mm; détail d’unecolonnecapillaire. Àcetteéchelle, l’épaisseurde
phasestationnaireseraitàpeinevisible;d)colonnescommercialesde50mdelongueur
(DocumentdelaSociétéAlltech).
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Pourdéposerunecouched’épaisseurconnue, lacolonneestremplieavecunesolution
deconcentrationcalculéedephasestationnaire(parexempleà0 ,2%dansl’éther)pour
qu’aprèsévaporation,onobtiennel’épaisseurdésirée.Lacouchepeutêtreensuiteréticulée
parunperoxydeouparirradiation g.Untelprocédéestcomparableaudépôtd’unepeinture
surunesurfaceaprèsavoirfixéunecouched’apprêtpourfavoriserunbonaccrochage.

3.6PHASESSTATIONNAIRES

Pourlescolonnesremplies, latechniqued’imprégnation, demiseenœuvretrèssimple,
permetdechoisirdenombreuxcomposésorganiquespeuvolatilsàusagedephasesstation
naires.Mais,pourlescolonnescapillaires,lescontraintesdefabricationimposentunchoix
beaucouppluslimité.Lesphasesactuellescorrespondentàdeuxprincipauxtypesdecom
posés:lespolysiloxanesetlespolyéthylèneglycols,chaquecatégoriepouvantfairel’objet
demodificationsstructuralesmineures.Onpeutyajouterlesphasesparticulièresàbasede
cyclodextrinespourl’étudedescomposésoptiquementactifs.

Toutescesphasessontutilisablesentredeuxtempératures,l’uneminimaleaudessousde
laquelleleséquilibresdeconcentrationsonttroplentsàsefaire,l’autrequidéfinitlalimite
supérieured’utilisationsansdégradation,quidépenddelanatureetdel’épaisseurdufilm.

Lesphasesstationnairesdécritescidessoussontlesplusclassiques,maisdanslescata
loguessontaussiprésentesdesphasesoptimiséespourdesapplicationsparticulières:sé
parationsdeproduitssulfurés,despesticideschlorés,desgazpermanents,d’aldéhydes,des
triglycérides,desHPAoudeproduitspétroliers...

3.6.1Polysiloxanes

Lespolysiloxanes(également connussouslenomd’huilesetgommessilicones)corres
pondentàlarépétitiond’unmotifdebasecomportantdeuxchaînescarbonéesparatome
desilicium(fig. 3.8). Lesgrandesfirmesmondialesencommercialisentunevingtainede
diversescompositionsavecdeschaînesalkyleouaryle(méthyleouphényle)pouvantcom
porterenplusdesfonctions(ex.cyanopropyle,trifluoropropyle).Lesmonomères,combi
nésendiversesproportions,permettentdemodulerlespropriétésdesphasesstationnaires
(polaritéetdomainedestabilitésouventde −50

◦
Cà300 / 325

◦
C,pourlesdiméthylpoly

siloxanes,selonletypedecolonne).Grâceàleurgammedetempératuretrèsétendue,ce
sont,pourlescolonnescapillaires,lesphaseslesplusutilisées.

Laphasetrèsconnuequisertderéférence,parcequ’elleestlaseuleàêtreparfaitement
définie, est lesqualanedont lapolaritéest nulledansl’échelleétablieparMcReynolds
(cf. 3.10.3). Cet hydrocarburesaturé(C 30H62)dérivedusqualène, terpènenaturel extrait
dufoiederequin. Ilestégalementprésentdanslesébumdelapeau. Surcettephaseuti
lisableentre20et120

◦
C(enmodedéposéouenimprégnation),lescomposéssontélués

dansl’ordredeleurtempératured’ébullitioncroissante(letempsderétentionétantinverse
mentproportionnelàlapressiondevapeur).Diversesphasesgrefféesàbasedepolyalkylsi
loxanes,pratiquementapolaires,remplacentlesqualane.
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Figure3.8 Structuredespolysiloxanes(silicones),etdespolyéthylèneglycols.
L’inventairedetouteslescompositionsdephasesdecetype, utiliséesenimprégna-
tionouengreffage,seraitlong.Traitementdelaparoi interned’unecolonneensilice
parletétradiméthylsiloxanepourobtenirunephasestationnairegreffée,polymérisée
etensuiteréticulée.(Legreffageressembleàlafixationindélébiledescolorantspour
obtenirdestissusgrandteint:lecolorantestporteurd’unsiteréactifafinqu’ilpuisse
s’accrocherparexempleauxfonctionsalcooldelacellulosedesfibresdecoton).

3.6.2Polyéthylèneglycols(PEG)

LesreprésentantslesplusconnusdecettefamillesontlesCarbowax ® (fig.3.8),polymères
polaires(M = 1500à20000–pourleCarbowax20M)quipeuventêtreutilisésenmode
déposé,imprégnéougreffé(40 < T < 240/ 260

◦
C,selonletypedecolonne).

3.6.3Phasesstationnaireschirales

Cesontgénéralementdesphasespolysiloxanescontenantentre10et20%enmassedemo
léculesde bcyclodextrine(polysaccharide)inclusesdanslepolymèredebase(fig.3.9).On
utilisecetypedecolonnelorsqu’ons’intéresseàlapuretéoptiquedesanalytes.Siuncom
poséorganique,parexemple,comporteuncarboneasymmétrique,lesénantiomèresRetS
n’aurontpastoutàfaitlamêmeaffinitépourlaphasestationnairechargéeencyclodextrine
cequisetraduirapardestempsderétentiondifférents. Doncuncomposéchimiquement
puràl’étatderacématedonneranaissanceàdeuxpicségaux,chacuncorrespondantàun
seulénantiomère(cf.§2.7).

Certainescolonnespeuventsupporterdestempératuresallantjusqu’àplusde450
◦
C(ex.

DEXSIL400ouPETROCOL).Parmilesapplicationsclassiques,figurentl’analysedirecte
destriglycéridesdescorpsgraset ladistillationsimuléedansl’industriepétrolière, cette
dernièrepourremplacerladistillationconventionnelledont l’exécutionpeut prendreune
centained’heuresparanalyse(fig.3.10).©
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colonne -DEX120,30mx0,25mm, Diam.int.;filmde0,25µm
T=80°C;détectionFID;Inj.1µL;split100:1



1-nonane(C9)
2-
3-décane(C10)
4-
5-1-hexanol
6-undécane(C11)

3,3-diméthyl-2-butanol

3-méthyl-2-heptanone

min

1

2

3

4 56

5 10 150

79
5-
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Figure3.9 Exempledeséparationobtenueavecunephasechiralecomportantdescyclodextrines.
Enutilisantunecolonnechiralelescomposésàl’étatderacématesededoublent,cequi
estlecaspourlesdeuxalcools2et4.Noterquecettechromatographieenrégimeiso-
thermepermettraitégalementdecalculerlesindicesderétentiondescomposésséparés
(adaptéd’uneillustrationdelasociétéSupelco).
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colonneHT-5,6m*0,53mm;filmde0,1µm
Tcolonne50à480°C(10°/min)
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5 - C60
6 - C70
7- C80
8 - C90
9 -C100
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Figure3.10Distillationsimuléed’unehuiledelubrification(typepolywax).
Enutilisantunecolonnerésistantàdestempératuresélevées,oncommenceparfaire
correspondrelestempsderétentionetlestempératuresd’ébullitiond’uneséried’oligo-
mèresconnus.Onchromatographieensuitel’échantillon«àdistiller»danslesmêmes
conditionsdeprogrammation.Unlogicielconduitalors,d’aprèscechromatogramme,
àunecourbededistributionidentiqueàcellequ’onobtiendraitpardistillation,cequi
demanderaitbeaucoupplusdetemps(documentsSGE712-0546et-0547).

3.6.4Phasesstationnairessolides

Cesphasessontconstituéespardesmatériauxadsorbantsdivers:siliceoualuminedésac
tivéespardesselsminéraux,tamismoléculaires5Å,verresoupolymèresporeux,carbone
graphité(ex.Chromosorb ® 100,Porapak ®).Danslecasdescolonnescapillairesàcouche
poreuse(PLOT),cesmatériauxsontdéposésenunecoucheuniforme,sousformedeparti
culestrèsfines,surlaparoiinternedelacolonne.Onlesutilisepourséparerlescomposés
gazeuxoutrèsvolatils.Lescolonnesàphasegraphite,enparticulier,ontétédéveloppées
pourlaséparationdeN 2, CO, CO2 et deshydrocarburestrèslégers. Leurefficacitéest
grande(cf.fig.3.11).
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Historiquementlegeldesilice,matériauthermiquementstableetinsensibleàl’oxygène,
aétél’undespremierscomposésayantservidephasestationnaire, pourlaréalisationde
colonnesdeCPG(fig. 3.11). Aujourd’huilesphasessolidessontdevenuesdesmatériaux
trèsélaborés.
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i,eau

1951 1994
détecteurTCD
colonneCarboxen-1006

Figure3.11Analysesdegaz.

Àgauche,l’undestouspremierschromatogrammes,obtenupointparpoint,représen-
tantunmélanged’air,d’éthylèneetd’acétylèneséparéssurgel desilice(E.Cremeret
F.Prior, Z.Elektrochem.1951, 55,66).Àdroite,uneanalysedegazsurcolonnePLOT
moderne(reproduitavecl’autorisationdelasociétéSupelco).

Pourcomparerouprévoirlecomportementdescolonnescapillaires,ilestutiledecalculer
lerapport dephase b = VM/ VS. Enappelant dC lediamètreinternedelacolonneet ef
l’épaisseurdufilmdéposé,uncalculapproximatifconduità:

d
c

e
f

silice

revêtementpolyimide

phasestationnaire

b =
VM

VS
=

dc

4ef
(3.2)

Silescomposésàséparersontvolatils, onchoisiraunecolonnedontlerapport b sera
petit( < 100),etinversement.Unecolonnede320 mmdontlaphasestationnairefait1 mm
d’épaisseur,conduità b = 80alorsquepourunecolonnede250 mmetuneépaisseurde
phasede0 ,2 mm, b = 310.EnremarquantqueK = kb,ilrésultequek,pouruncomposé
etunephasestationnairedonnés,augmentesi b diminue. b,accessibleàpartirdescaracté
ristiquesphysiquesdelacolonnepermetdecalculerlescoefficientsdepartageKdontles
valeurssontgénéralementtrèsgrandes(1000parexemple),cequiestdûàlanaturedela
phasemobilequiesticiungaz.

3.7PRINCIPAUXDÉTECTEURS

Certainsdétecteurssontuniversels,c’estàdirequ’ilssontsensiblesàpratiquementtousles
composésélués,d’autressontbeaucoupplussensiblesàuntypeparticulierdemolécules.
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Undétecteurspécifique, qui nevoit quecertainsproduits, donneraunchromatogramme
plussimple.Àlalimite,pourdoserunanalyte,l’idéalseraitdedisposerd’undétecteurne
voyantquelui. Onpeutrépartirlesdétecteursendeuxgroupes, ceuxquiconduisentaux
seulstempsderétention,etceuxquidonnent,enoutre,desinformationsstructuralessurles
composésdétectés.Touslesdétecteursdonnentuneréponsequidépenddelaconcentration
molaireoumassiquedusolutédanslegazvecteur.Plusieursdétecteurspeuventêtreassociés
ensérie(fig.3.15).

3.7.1Détecteuràconductibilitéthermique(TCD)

Cedétecteuruniversel,misaupointdèslesdébutsdelaCPG,estlongtempsrestéincon
tournable.Saminiaturisationpermetdel’utiliseraussibienpourlescolonnesrempliesque
pourlescolonnescapillaires. Desensibilitémoyenne, sionlecompareauxautresdétec
teurs,ilanéanmoinsunegammedynamiquetrèsétendue(6décades).Sonprinciperepose
surlamesuredesvariationsdeconductibilitéthermiquedesmélangesgazeuxenfonction
deleurcomposition. Ils’agitd’uncatharomètrecomportantdeuxthermistorsidentiques,
placésdansdeuxminusculescavitésd’unblocmétalliquethermostatéàunetempérature
supérieureàcelledelacolonne(fig.3.12).L’und’euxestbaignéparlegazvecteurprélevé
enamontdel’injecteuretl’autreparlegazvecteurenavaldelacolonne.
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R
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injecteur

restricteurdedébit

Figure3.12Détecteuràconductibilitéthermique.

Àgaucheagencementmontrantlacirculationdugazvecteur. Àdroiteschémad’un
bloccatharométriqueclassiqueavecleprincipedesonraccordementélectriquedans
unmontagedutypepontdeWheatstone(équilibrési R1/ R2 = R3/ R4).Enrégimesta-
tionnaireil s’établitunéquilibredetempérature, doncderésistance, fonctiondela
conductibilitéthermiquedugazvecteuretdel’intensitéélectrique. Lorsqu’unsoluté
estélué,lechangementdecompositiondelaphasegazeusemodifiesaconductibilité.
L’équilibrethermiqueestrompu,d’oùil résulteunevariationdelarésistancedufila-
ment,proportionnelleàlaconcentrationducomposédanslegazvecteur(engénéral
larésistancediminuesilatempératureaugmente).

3.7.2Détecteuràionisationdeflamme(FID)

Considérécommepratiquementuniverselpourlescomposésorganiques,c’estledétecteur
parexcellencedelaCPGactuelle. Lecourantgazeuxissudelacolonnepénètredansla
flammed’unpetit brûleuralimentéeparunmélanged’hydrogèneet d’air. Cedétecteur
détruitl’échantillondontlacombustionproduitdesionsetparticuleschargées,responsables
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dupassaged’uncourantioniqueextrêmementfaible(10
−12 A)entredeuxélectrodes(ddp

de100à300V).L’extrémitédubrûleursertd’électrodedepolarisation(masse).Laseconde
électrode,deformeannulaire,entourelaflamme.Lesignalestamplifiéparunélectromètre
enunetensionmesurable(fig. 3.13). Pourlescomposésorganiques, l’intensitédusignal
est sensibleaudébit massiquedel’échantillon, sachant bienquelaprésencedecertains
hétéroélémentstelsleshalogènes,peutmodifiernotablementlaréponse.L’airedupicreflète
donclamasseducomposéélué(dm / dtintégréentrelesinstantsdedébutetdefindepic
dontlamassetotaleestm). LeFIDestdoncàl’abridesvariationsdedébitquipeuvent
conduireàdeserreursaveclesdétecteursdutypeTCD.Pourlescomposésorganiques,la
sensibilité,trèsgrande,s’exprimeenC / gdel’élémentcarbone.Lalimitededétectionest
de2ou3pg / s. etlalinéaritéatteint10 8 (8décades). Cependantlalinéariténedoitpas
faireoublierquec’estaveclessolutionslesplusdiluéesquelarésolutionestlameilleure.

électromètre électromètre
+180V

signal

signal

+300V

électrode
collectrice

a b

air

dihydrogène
gazd'appoint

céramique
alcaline

colonnecapillaire

nombreusesvariantes
suivantlesconstructeurs

HouN(sicolonnecapillaire)
22

Figure3.13DétecteursFID(a)etNPD (b).
Lesélectromètresquel’onutilisepourcesdétecteurssontdesdispositifsquipermettent
demesurerdesintensitéstrèspetites,tropfaiblespourungalvanomètre.

Pourévaluerlaquantitéglobaledecomposésorganiquesvolatilsprésentsdansl’airpol
lué(lesCOV),ilexistedespetitsinstrumentsportablesconstitués,pourl’essentiel,parun
détecteuràionisationdeflamme,cequipermetdefaireunemesure,sansséparationchro
matographiquepréalable,dufacteurcarbonedel’atmosphèretestée.

3.7.3Détecteurthermoionique(NPD)

Cedétecteurest trèssensibleauxcomposésazotés(N)ouphosphorés(P). Il comporte
unpetitcylindreencéramiquedopéeavecunselalcalin(ex.sulfatederubidium)auquel
onappliqueunetensionélectriquepourentretenirunpetitplasma(800

◦
C)alimentépar

combustiond’unmélangeair / hydrogène(fig.3.13).ÀladifférenceduFIDlaflammeest
pluspetite.LescomposéscontenantNouPdonnent,assezspécifiquement,desfragments
dedécompositiontransformésenionsnégatifs. Cesionssontrecueillissuruneélectrode
collectrice.Lediazotedel’airestinactif.Lasensibilitéesttypiquementde0 ,1pg / spourN
ouPetl’étenduedynamiquede5décades,maisellevariebeaucoupaveclesréglages.

3.7.4Détecteuràcaptured’électrons(ECD)

Ils’agitd’undétecteurconsidérécommesélectifcarilestbeaucoupplussensibleauxdé
rivéshalocarbonés. Uncourant d’azote, ioniséparunfluxd’électronsgénéréaumoyen
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d’unesourceradioactive b
−

defaibleénergie(quelquesmCide 63Ni),circuleentredeux
électrodessoumisesàuneddppulséed’unecentainedevolts(fig.3.14),detellesortequ’il
s’établit,aurepos,uncourantdebaseI 0 dûessentiellementauxélectronslibres,trèsmo
biles. SidesmoléculesM, contenantunhalogène(F, ClouBr), traversentlazoneentre
lesdeuxélectrodes,ellescaptentunepartiedesélectronsthermiquespourformerdesions
négatifslourds,doncmoinsmobiles.

N2
b

−

−→ N+
2 +e

−

M+e
− −→ M

−

M
−

+N +
2

−→ M+N 2

L’intensitérecueilliesuit uneloi exponentielledécroissantedutypeI = I0 exp[−kc].
Onconsidèrecependantquelaréponsevarielinéairementsurunegammedynamiquede4
décadesaveclediazotecommegazd’appoint).Laprésenced’unesourceradioactivedans
cedétecteurlesoumetàuneréglementationparticulière(visitesd’inspection,localisation,
maintenance).Ilestsouventutilisédansl’analysedespesticideschlorés.

Makeup. Parnature, cestroisderniersdétecteursdoiventêtrealimentésavecundébit
gazeuxde20mL / minauminimum,biensupérieuraudébitréeldescolonnescapillaires,
pourdonneruneréponsecorrecteetaugmenterleursensibilité.Cedébitestatteintenmélan
geantensortiedecolonneungazd’appoint,identiqueoudifférent(tellediazote)decelui
quisertdephasemobile.Cetteopérationestdésignéeparletermemakeup.

3.7.5Détecteuràphoto-ionisation(PID)

+

-

électrode
collectrice

sortiediazote

sourceradio-active

63Ni

ddp(50à100V)

a b

colonnecapillaire

gazd'appoint(diazote) -


+ + +

chambre
d'ionisation

gazd'appoint

lampeUV

filtreUV

sortieentréecolonnecap.

photons:8,4 9,6 10 11,8eV
mécanismeionisation

ex.CO
Xe,Ar...

+300V

anode

cathode

h

h

M M

M

M

moléculed'analyte

+e()
+

Figure3.14Détecteursàcaptured’électrons(a)etdétecteuràphoto-ionisation(b).
Ledétecteuràcaptured’électronsdoitêtreinstallédansunemplacementventilépar
suitedelaprésencedelasourceradioactive.Ledétecteuràphotoionisationcomporte
unesourceUV dontonpeutsélectionnerl’énergiedesphotonsémisparunfiltreadé-
quatdefaçonànepasioniserlegazvecteur, maislesseulesmoléculesducomposé
élué(M + hn → M+ + e− ),parexempleLiFpour11,8eV , MgF2 pour9,6 − 10eV,
saphirpour8,4eV.Aucontactdesélectrodeslesmoléculesredeviennentneutres.Cette
ionisationestdoncréversible.Legazd’appointpermetunecirculationoptimale.
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Cedétecteurassezsélectifmaispeurépandu, convientauxhydrocarburesainsiqu’aux
dérivéscontenantSouP.LeprincipeconsisteàirradierlecomposééluéavecunelampeUV
émettantdesphotonstrèsénergétiques(de8,4à11 ,8eV).Laphotoionisationseproduit
quandl’énergieduphotonestsupérieureàl’énergiede1 re ionisationducomposé(fig.3.14).
Ainsiunphotonde9 ,6eVpourraioniserlebenzène(PI 1 = 9,2eV)maisnonl’isopropa
nol (PI 1 = 10,2eV)qui seradoncpeuvisiblesurlechromatogramme. Lacollectedes
électronslibérésparuneélectrodereliéeàlaborned’unélectromètrepermetdesmesures
deconcentrations.

Ils’agitd’undétecteurquipeutfonctionneràplusde400
◦
Cetquin’estpasdestructif,

l’ionisationétantréversibleetnetouchantqu’unefaiblefractiondesmoléculesdechaque
composé.

3.8DÉTECTEURSCONDUISANTÀDESDONNÉESSTRUCTURALES

analysed'uneeaucontenant
les6composésci-dessous
parleprocédéd'espacedetête

1-dichlorométhane
2-butanone
3-1,2-dichloroéthane
4-toluène
5- -xylène
6- -dichlorobenzène

m
o

gazvecteur:He,2mL/min
colonne30mx0,32mmdiam.int
split:10/1
four50°C1min,puisrampe
de10°C/minjusqu'à150°C

PID ECD FID

UV

1 2 3

3

3

4

5

6

0 10 20min

FID

PID10,6eV

ECD

1

1

2

2

4 5

6

6

Figure3.15Associationdetroisdétecteursensérie.

Àlasortied’unecolonnecapillaireonpeutinstallerensérieouenparallèle,selonque
ledétecteurdétruitounonl’échantillon, plusieursdétecteursdeprincipesdifférents.
Chromatogrammesdumélangeinjecté,obtenusensortiedechaquedétecteur.Onre-
marqueraquelasélectivitévariebeaucoupd’undétecteuràunautre.
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Lesdétecteursprécédentsnedonnent pasd’informationssurlanaturedescomposés
élués, toutauplussontilssélectifs. L’identificationreposedoncsurunétalonnagepréa
labledestempsderétentionousurl’utilisationdesindicesderétention(cf.§3.10).Lorsque
lechromatogrammeprésentedespicsrapprochés, desconfusionsdecomposéspeuvent
seproduire. Pouryremédier, onpeutsoitassocierplusieursdétecteurscomplémentaires
(fig. 3.15), soit choisirdesdétecteurspermettant d’avoirdesinformationsspectralesou
relativesàlacompositionélémentairedesanalytes. Ondisposealorsàlafoisdutemps
derétentionetdecaractéristiquespropresauxcomposés. Cesdétecteursreposentsurdes
méthodesindépendantesd’analyse,dontlesrésultatssontd’autantplusfiablesquelescom
posésontétébienséparésparlacolonne.

3.8.1Détecteuràémissionatomique

Lescomposésensortiedecolonnedébouchentdansunplasmaàmicroondesdontlatem
pératureest suffisantepourcréerlesconditionsrencontréesdansunappareil àémission
atomique(cf. chapitre14). Chaqueatomeprésentdanslessolutéséluésdonnedesradia
tionscaractéristiquesquipermettentdel’identifier(fig.14.8).

3.8.2Autresdétecteurs

Enadaptantensortiedecolonneundétecteurdemasse(spectromètredemassebasseré
solution,cf. chapitre16),onobtientlespectredefragmentationdechacundescomposés
élués.Àpartirducourantioniquetotal(TIC),onpeuttracerlechromatogrammereprésen
tatifdescomposésélués.Ensélectionnantunionparticulier(techniqueSIM),onobtiendra
unchromatogrammesélectif. Bienquecetteméthodeconduiseàunesensibilitémoindre
qu’aveclesdétecteursclassiques,elleestdevenueirremplaçabledansnombrededosages
actuels,notammentdanslesanalysesdel’environnement.Elleexigenéanmoinsl’utilisation
decolonnesperformantes(DI = 0,1à0,2mm)etàressuageultrafaible.Demême,avecun
détecteurinfrarouge,onobtientlespectredumoyeninfrarouge(cf.chapitre10)etavecun
détecteurultraviolet,unspectreultraviolet(cf.chapitre9)dechaquecomposéélué.

Onentreicidansledomainedesméthodescouplées,largementutiliséespourdoserles
traces.Lesdeuxmodesdedétectioncidessuspeuventêtreréunisdansunemêmeinstalla
tionàlasuited’uneCPGàcolonnecapillaire.

3.9CHROMATOGRAPHIERAPIDE

D’unemanièregénérale,lachromatographieestuneméthodelented’analyse.Lestempsde
rétentiondépassentencoresouventuneheurequandonchercheàséparertouslesconsti
tuantsdesmélangescomplexes.Pourraccourcircestempsonpeutagirsurdifférentspara
mètres.Leplusévidentconsisteàutiliserunecolonnepluscourteetpournepasperdreen
efficacité,diminuerlediamètredelacolonnecapillaire(cf.relation1.33).Onchoisitdeplus
unfilmdephasestationnairedefaibleépaisseur(0 ,1 mm)etonopèreenprogrammation
detempératureavecunerampeimportante(ex.100

◦
C/ min),cequiestpossibleavecles

instrumentsetlescolonnesactuels.Onpasseainsidansledomainedelachromatographie
rapide.
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1-méthanol
2-éthanol
3-acétone
4-pentane
5-dichlorométhane
6-butanone
7-trichloroéthylène
8-tétrachlorométhane
9-benzène

1

2 3

4

5

6

7
8
9

01020304050
secondes

Figure3.16Chromatographesminiaturisés.
Enhaut:micro-chromatographeconçupourlesanalysessurleterraindesgazetautres
composésvolatils.Exempledechromatogrammeobtenuaveccetappareil(reproduit
avecl’autorisationdelasociétéSRA(Agilent-Technologies).Enbas:appareilàcolonne
capillaireetdétecteurparphoto-ionisation,d’unpoidsde 4kg environaveclaréserve
incorporéedegazvecteur(CO2).Cetappareil estprincipalementdestinéauxanalyses
delapollutiondel’airparlescomposésorganiquesvolatils(lesCOV).(reproduitavec
l’autorisationdelasociétéPhotovac).
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Pourlescomposésvolatilset avecdesconceptionsdifférentesdecolonne, recouverte
d’unegainefaisantofficederésistance,onpeutaugmenterencoreplusrapidementlatem
pérature(200

◦
C/ 20s).Lestempsderétentiondiminuentfortement(fig.3.17).Cetypede

chromatographieàtrèsgrandevitesseestutiliséedanslesanalysesdecontrôle.

Ledétecteurdoit pouvoirsuivresansretardlesvariationsrapidesdeconcentrationau
momentdel’élutiondechaqueanalyte.Pourladétectionparspectrométriedemasse,ilya
lieud’êtreattentifàlavitessedebalayagedurapportm / z,unbalayageséquentieltroplent
aboutissantàundocumentsurlequellaconcentrationdanslachambred’ionisationn’estpas
lamêmed’uneextrémitéàl’autredel’enregistrement.LesTOF(cf.16.5)neprésententpas
cetinconvénient.

01020304050 secondes

T°C

100

200

300

Figure3.17Chromatogrammeàgrandevitesse.
Surlegraphefigureégalementlaprogrammationdetempératuredelacolonne.

Ilexistedesmicrochromatographesportatifspourl’analyserapidedesgazetproduits
volatilsd’unpoidsdequelqueskgseulement.Bienquecomportantuneréservedegazvec
teurpourassurerleurautonomie,leurencombrementrestefaible(fig.3.16).Certainespièces
sontobtenuesparmicrousinaged’élémentsensilicium.Unecourtecolonnecapillaire(5m)
estinséréedansunegainemétalliqueservantderésistancequipermetunemontéeentem
pératurerapidepouvantatteindre20

◦
C/ s.L’efficacité(N)estassezfaiblemaislegradient

detempératurepermetd’optimiserlasélectivitéentrelescomposés.

3.10INDICESDERÉTENTIONETCONSTANTESDESPHASES
STATIONNAIRES

L’introductiondecesparamètresaaumoinstroisobjectifs:
 Caractérisertoutcomposéparunegrandeurplusgénéralequesontempsderétention

dansdesconditionsdéfinies.Ilenrésultelesystèmedesindicesderétentionquiestun
moyenefficaceetpeucoûteuxpourévitercertaineserreursd’identification.

 Suivrel’évolutiondansletempsdescolonnesetparsuiteleursperformances.
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 Classerentreelleslesphasesstationnairesconnuespourfaciliterlechoixd’unecolonne
bienadaptéepourtoutproblèmenouveaudeséparation,sachantquelapolaritéoulana
turechimiqued’unephasestationnairenepermetpas,seules,deprévoirsaréelleaptitude
séparatrice.Onexaminepourcelalecomportementdesphasesstationnairesvisàvisde
quelquescomposésderéférence.Onaboutitauxconstantesdesphasesstationnaires.

3.10.1DroitedeKovats

Pourdéterminerlesindicesderétentiononmetàprofitlapropriétégénéralesuivante:
Quandoninjecteunmélangeconstituédecomposésappartenantàunesériehomologue

denalcanessurunecolonnemaintenueenrégimeisotherme,lechromatogrammequien
résulteesttelqueleslogarithmesdestempsderétentionréduitst R(n) croissentlinéairement
aveclenombrend’atomesdecarbonedesnalcanescorrespondants(fig.3.18).Enreportant
surungraphenetlogt R(n) onobtient,eneffet,despointsbienalignés:

log(t R(n) − tM ) = logt R(n) = a ·n+b (3.3)

tR(n) correspondautempsderétentiondel’alcaneayant natomesdecarbone, diminué
dutempsmortt M ;aetbsontdescoefficientsnumériques.Lapentedeladroiteobtenue
dépenddelacolonnedanssaglobalitéetdesconditionsderéglageduchromatographe

t
R(n)

t
M

ColonneSPB-35(Supelco),
30m, =114°C,He.TC
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C
11

C
12

C
13

C
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0 24 6810 14min.

l
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0
,
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Figure3.18DroitedeKovats.
Chromatogrammeenrégimeisothermed’unesériede5 n-alcanes(C10− C14) etdroite
deKovatscorrespondantedanslesconditionsd’analyseprécisées.

Cetterelationdécouled’uneautrerelationlinéaireconnueenthermodynamiqueentrela
variationdel’énergielibreet laconstanted’équilibreK,( DG = −RTlnK), pourune
famillehomologuedecomposés,dontchaquetermediffèreduprécédentparunCH 2 sup
plémentaire.SachantqueK = kb,soitt R = Kt M / b,ilenrésultequelogt R croîtcomme
lnKauseindelafamillehomologue:lnt R = lnK+(lnt M / b).

3.10.2IndicederétentiondeKovatsd’uncomposé.

Sanschangerlesconditionsderéglagedel’appareil,oninjecteensuiteuncomposé(X).Le
nouveauchromatogrammeobtenuvapermettredecalculerI X ,indicederétentiondeKovats
de(X)surlacolonneconsidérée:celuiciestégalauproduitpar100dunombreapparent
d’atomesdecarbonedel’«alcanethéorique»ayantlemêmetempsderétentionréduit.
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Deuxméthodessontutiliséespourtrouverlenombren X decarboneséquivalentsde(X):
 Lapremièrequi reposesurl’équationdeladroitedeKovatsobtenueprécédemment

(fig.3.18)etpermetdecalculern X (doncI X )parutilisationd’untableurparexemple.
 Laseconde,quipermetdecalculerdirectementI X àpartirdestempsdemigrationréduits

desdeuxn −alcanes(ànetn+1C)quiencadrent(X)surlechromatogramme:

IX = 100n+100
logt R(X)

− logt R(n)

logt R(n+1)
− logt R(n)

(3.4)

ÀladifférencedeladroitedeKovats,lesindicesderétentionnedépendentquedelaphase
stationnaireet nondesconditionsderéglageduchromatographe. Ilss’affranchissent en
particulierdestempsderétention.

Pratiquement, pours’assurerdel’identitédesconditionsexpérimentalespourlesdeux
injections,oncoinjectelecomposéXaveclemélangedesnalcanes(fig.3.9et3.19).
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Figure3.19 IndicesderétentiondeKovats (I = 100nX) surunecolonneenrégimeisotherme.
LenombredecarboneséquivalentnX ,esttrouvéàpartirdulogarithmedutempsde
rétentionréduittR(X).Lechromatogrammecorrespondàl’injectiond’unmélangede

4 n-alcaneset2hydrocarburesaromatiques.Lesvaleursenitaliquescorrespondentaux
tempsderétentionensecondes. Eninjectantpériodiquementcemêmemélange, la
modificationdesindicesdeKovatsdeceshydrocarburespermetdesuivrel’évolution
desperformancesd’unecolonne.Enprogrammationdetempératureonpeutencore
tracercettedroiteenutilisantuneformulecorrigée,maislaprécisionestmoinsbonne.

Lechromatogramme, quipermetd’obtenirladroitedeKovatsdelaphasestationnaire
étudiée, peutserviraccessoirementàjugerdesperformancesquel’onpeutattendredela
colonne. Onutilisepourcelalenombredeséparation, paramètreencoreappelétrennzahl
(TZ),calculéàpartirdesformules3.5ou3.6.Lesdeuxtempsderétentionserapportentà
deuxalcanessuccessifs(netn+1atomesdecarbone),ouàdeuxcomposésdemêmetype.
Lenombredeséparationindiquecombiendecomposésseraientconvenablementséparés
parlacolonnedansl’intervallearbitraired’élutiondecesdeuxcomposés. Onchoisitles
alcanesquiencadrentletempsd’élutionducomposéàanalyser.Surlechromatogrammede
lafig.3.19,leTZestdel’ordrede30.

TZ =
tR2 − tR1
d1 + d2

− 1(3 .5)

ouencore:
TZ =

R
1,18

− 1(3 .6)
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Ilexistequelquestablesdesindicesderétentiondescomposéscourantssurlesphasesles
plusconnues.Siondisposedeplusieursindicesderétentiond’unmêmecomposé,obtenus
avecdesphasesdifférentes, onaalorsunensembleuniquedevaleursqui permet dele
caractériserdemanièrepluscertaine.Cependant,decepointdevue,lesindicesderétention
n’ontpaslafiabilitédelaméthodecoupléeCPG/SM(cf.§3.8.2)trèsgénéraled’emploi,
maisenrevanchedemandantunmatérielpluscoûteux.

Tempsderétentionimposé.L’identificationdescomposésdontlestempsderétention
sontvoisinsetlesspectresdemassepresqueidentiques(certainstypesd’isomères)estévi
demmentdifficile.Uneméthodeactuelleconsisteàchoisirunstandardinterneouuncom
posédontonsaitqu’ilestprésentdanstousleséchantillonsàanalyseretparl’intermédiaire
dulogiciel d’analyseonbloquelavaleurdesontempsderétentionpourlesdifférentes
analyses,mêmessiellessonteffectuéesavecdesappareilsdifférents.Ceciapoureffetde
conserverégalementlestempsderétentiondesautrescomposésdumélange,facilitantleur
identification.Cetteapprochequiévitederecourirauxindicesderétentionestpossibleavec
lesappareilsmodernes.ElleestconnuedusigleRTL(RetentionTimeLocking).

3.10.3ConstantesdeMcReynoldsdesphasesstationnaires

Pourcaractériserlecomportementd’unephasestationnaireoncomparelesindicesdeKo
vatsdecinqcomposéstémoinsappartenantàdestypesstructurauxdifférentssurlaphase
étudiéed’unepartetsurlesqualaned’autrepart,phasequiaétéchoisiecommeréférence
pourcecalcul.Lescinqindicespourlacolonneausqualane,laseulephaseapolairequisoit
reproductiblecarforméed’unproduitpur,ontétéétablisunefoispourtoutes(tab.3.1).

LescinqconstantesdeMcReynoldspourunephasedonnée, s’obtiennentencalculant
lesdifférencesobservéespourchacunedessubstancestestéesentrel’indicedeKovatssur
squalane(I Squalane)etl’indicesurlaphaseétudiée(I phase):

ConstantedeMcReynolds = DI = (Iphase − ISqualane)(3 .7)

Lasommedeces5valeurscalculéesd’après3.7, aétéretenuepourdéfinirlapolarité
globaledelaphasetestée.

Onadmetquechacundescomposéstestapporteuneinformationparticulièresurlaphase
stationnaire.Lebenzènepourl’effetinducteur,lapyridinepourl’effetaccepteurH +,lebu
tanolpourlesliaisonshydrogène,lenitropropanepourlesinteractionsdipolaires...

Cesconstantes, qui dépendent desstructuresmoléculaires, permettent d’apprécierles
forcesd’interactionsoluté / phasestationnaireenfonctiondequelquesgrandesclassesde
composés. Unindicedontlavaleurestélevéeindiquequelaphaseétudiéeretientforte
mentlescomposésporteursdelafonctionorganiquecorrespondante,cequinormalement
conduitàunesélectivitéaccrue.Ainsi,pourséparerunhydrocarburearomatiqued’unmé
langecontenant descétones, onchoisiraunecolonnepourlaquellelaconstantepourle
benzèneest assezdifférentedecelledelabutanone. Cesdifférencesd’indicesderéten
tionfigurentdanslaplupartdescataloguesdesfabricantsàl’usagedeschromatographistes
(tab. 3.1). LesconstantesdeMcReynoldsontremplacélesconstantesdeRohrschneider,
baséessurlemêmeprincipemaisutilisantcertainscomposésderéférencedifférents.
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Tableau3.1ConstantesdeMcReynolds(DI) dequelquesphasesstationnaires.

Phasestat. benzène 1-butanol 2-pentanone nitropropane pyridine

Squalane 0 0 0 0 0

SPB-Octyl 3 14 11 12 11

SE-30(OV-1) 16 55 44 65 42

Carbowax20M 322 536 368 572 510

OV-210 146 238 358 468 310

indicedeKovatsdes5composéstémoins(XYZ US ) sursqualane

Isqualane 653 590 627 652 699

Lescalculsprécédentsdesindicesderétentionimpliquentquelesmesuressoienteffec
tuéesdansdesconditionsisothermes.Enprogrammationdetempérature,ilsdonnentencore
debonsrésultatsensubstituant,danslaformule3.7,lestempsderétentionauxlogarithmes
correspondants.

3.11CHROMATOGRAPHIE«MULTIDIMENSIONNELLE»

Enréunissantdansunmontageparticulierdeuxcolonnesayantdessélectivitésdifférentes
onpeutassocierdesmécanismesdeséparationdistincts(fig. 3.20). Ledispositifpermet
derecueillirunefractionnonrésolueàl’issuedelapremièrecolonnepourlaréinjecter
ensuitedanslasecondecolonne.L’installationcomportedoncdeuxdétecteursetunevanne
d’introductionentrelesdeuxcolonnes.

inj.n°1

dét.n°1

dét.n°2

inj.n°2

colonneB

colonneA

temps temps

colonneA colonneB

EtOH+CH
66

CH
66

EtOHvanne

Figure3.20Chromatographiebidimensionnelleetexempledeséparationensuivantceprocédé.
Agencementdesdeuxcolonnesaveclesdeuxdétecteursetlavanned’injectionin-
termédiaire.Dansl’exempleci-dessus,lacolonneA,polaire,neséparapasl’éthanoldu
benzène.Lafractioncorrespondanteestré-injectéedanslacolonneB,nonpolaire,dans
laquellelaséparationalieu(d’aprèsundocumentThermoquest).
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QUELQUESSITESSURINTERNET

www.agilent.com www.shimadzu.com www.varianinc.com
www.perkinelmer.com www.thermo.com/finnigan www.chromatosud.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice3.1
Laméthodelaplusconnued’estimationdutempsmortt M consisteàmesurerletempsde
rétentiond’uncomposénonretenu.Onproposeiciuneautreméthodedecalculdutemps
mortt M faisantappelàlarelationutiliséedansl’établissementdesindicesderétention,àsa
voirquedansunesériehomologuedecomposésorganiquesonpeutécrire,silatempérature
delacolonnenevariepas:

log(tR − tM ) = a ·n+b

tR représenteletempsderétentionducomposéànatomesdecarbone, aet bsont des
constantesquidépendentdelaclassedessolutésetdelaphasestationnairechoisie.

a)Rappelerlesparamètresdecaractérisationchromatographiquesquiexigentdeconnaître
tM .Quelestlecomposéhabituellementutilisépourdéterminert M ?

b)Calculer,aveclaméthodecidessus,t M àpartirdel’expériencesuivante:oninjecteun
mélangedesalcaneslinéairesà6, 7et8atomesdecarbone. Lestempsderétentionsont
respectivementde271,311et399senrégimeisothermeà80

◦
C(longueurdelacolonne

25m,d C = 0,2mm,e f = 0,2 mm,phasestationnaireàbasedepolysiloxanes).

c)Connaissant l’indicedeKovatsdelapyridinesursqualanequi est de695, quelleest
laconstantedeMcReynoldsdececomposésurlacolonneétudiée, sachantquedansles
conditionsdel’expérience,sontempsderétentionestde346s?

Exercice3.2
DansuneexpériencedeCPG,oninjecteunmélangedenalcanes(ànatomesdecarbone,n
étantvariable)etde1butanol(CH 3CH2CH2CH2OH)surunecolonneenrégimeisotherme
comportantunephasestationnairedetypediméthylpolysiloxane.L’équationdeladroitede
Kovatsdéterminéeàpartirduchromatogrammeest:

logt R = 0,39n − 0,29 (tR expriméensecondes) .

Lebutanolauntempsderétentioncorrigéde168s.Sachantquesonindicederétention(de
Kovats)surcolonnesqualaneestde590,endéduirelaconstantedeMcReynoldsdubutanol
surcettecolonne.
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Exercice3.3
Montrerque, pourunecolonnecapillaire, ledébitmoyenpeutêtrecalculéàpartirdela
formulesuivante:

D mL/ min = u cm.s × 0,47d 2
C(mm)

ureprésentelavitesselinéairedelaphasemobiledanslacolonnedediamètreinterned C .

Exercice3.4
Ondonneciaprèsuntableaudesvaleursdufacteurdecapaciték(enitaliques)pourquatre
gazderaffinerie, étudiésàtroistempératuresdifférentessurunemêmecolonnecapil
laire(L C = 30m,diam.int. DI = 250 mm)dontlaphasestationnaireestdutypeSE30.
Lechromatographeestmunid’unaccessoirecryogénique.

températuredelacolonne( ◦C)

composé temp.Eb.(◦C) –35 25 40

éthylène -104 0,249 0,102 0,0833

éthane -89 0,408 0,148 0,117

propène -47 1,899 0,432 0,324

propane -42 2,123 0,481 0,352

a)D’aprèsl’ordred’élutionpeutondiresilaphasesilaphaseSE30estpolaireounon?
b)Calculerlefacteurdesélectivitépourlecouplepropènepropaneauxtroistempératures
indiquées.
c)Pourquoikdiminuetillorsquelatempératurecroît,pourunmêmecomposé?
d)Quelestlenombredeplateauxthéoriquesdelacolonnepourlepropaneà40

◦
C,sachant

qu’àcettetempératurelefacteurderésolutionpourlecouplepropènepropaneestégalà2?
CalculerlaHEPTcorrespondante.
e)Quelleseraitlavaleurthéoriqueminimaledel’HEPTpourlepropaneà40

◦
C?

Exercice3.5
Dansuneséried’analysesparCPG,onchercheàdéterminerl’influencedelalongueurdela
colonnesurcertainsparamètresduchromatogramme.Touteslesexpériencessontréalisées
danslesmêmesconditionsdetempératureetdedébitdugazvecteur.

L (m) a =
√

LT R (min) TR / LRR / a

15 3,7 2,05

30 7,5 2,91

60 15,3 4,15

a)Compléterletableau.
b)Quellerelationsimplepeuton,auxincertitudesdemesuresprès,envisagerentretemps
derétentionetlongueurdelacolonne?
c)Quellerelationsimplepeuton,auxincertitudesdemesuresprès,envisagerentrerésolu
tionetracinecarréedelalongueurdelacolonne?
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d)Enadmettantquelesdeuxpicsutiliséspourdéterminerlarésolutionontpratiquement
mêmelargeuràmihauteurdéduiredesquestionsprécédentesunerelationentrelargeurà
mihauteurd’unpicetlongueurdelacolonneetunerelationentreefficacitéthéoriquedela
colonneetlongueurdecelleci.
e)LesdeuxpicsutiliséspourcalculerRontdestempsderétentionrespectivementégauxà
8,3minet9,7minaveclacolonnedelongueurégaleà60m.Calculerlalargeuràmihauteur
decespics(mêmeapproximationqu’àlaquestiond),ainsiquel’efficacitéthéoriquedela
colonnepourlesolutédontletempsderétentionestde8,3min.
f)Calculerl’efficacitéthéoriquedescolonnesde15et30mpourlemêmesoluté.



Chapitre4

Chromatographieionique

Lachromatographieionique(CI)estunetechniquequis’apparenteàlaCLHPmaisqui
présentecependantsuffisammentdeparticularités,tantauniveauduprincipedelasépa
rationquedecertainesméthodesdedétection,pourenfairel’objetd’uneétudeàpart.Elle
estadaptéeàlaséparationdesionsminérauxetdetoutessortesdemoléculesorganiquesà
laconditionqu’ellessoientpolaires.Laphasemobileestconstituéeparunmilieuaqueux
ioniqueetlaphasestationnaireparunsolidequisecomportecommeunéchangeurd’ions.
Lesmodesdedétectionclassiquesparabsorbanceoufluorescenceétantsouventmaladap
tésàcesanalytes,onutilisedesdétecteursmettantàprofitlaconductancedessolutions.
LesapplicationsactuellesdelaCIdébordentlargementlesanalysesdescationsoudes
anionsquiontfaitsespremierssuccès.

4.1PRINCIPEDELACHROMATOGRAPHIEIONIQUE(CI)

Cettetechniquedechromatographieestorientéeverslaséparationdesionsetdescompo
séspolaires.Pourcelaonutilisedescolonnescontenantdesphasesstationnairescomportant
dessitesioniquespourqu’ilsecréedesinteractionsdipolairesaveclesanalytesàséparer.
Plusgrandeestlachargeportéeparunsoluté,pluscedernierestretenuparlaphasesta
tionnaire.Ceprocessusd’échangeestlent,comparéàceuxquirégissentlesautrestypesde
chromatographie.Pourlescomposésorganiques,ilsesuperposeaumécanismeprécédant
leseffetsdéjàdécritsenCLHPaveclescolonnesàpolaritéinversée.

ParmilescomposésséparablesenCIontrouvelesmonooupolysaccharides,lesnucléo
sidesetnucléotides,lesacidescarboxyliqueslesanionsetcationsorganiquesouminéraux
divers(métauxdetransition,terresrares)...

LesappareilssontconstituésdemodulesindentiquesàceuxdéjàrencontrésenCLHP
(fig.4.1).Lespartiesaucontactdelaphasemobiledoiventêtreenmatériauxinertescompte
tenudel’agressivitédessolutionsaqueusesacidesoubasiquesquiserventd’éluants.

Laprogressionetlaséparationdescomposésdel’échantillonreposentsurdesphéno
mènesd’échangesioniques.Ondistinguedeuxsituations:
 Sionchercheàséparerdesespècescationiques(typeM +),onchoisitunecolonne,appe

léecationique,dontlaphasestationnairecomportedessitesaptesàéchangerlescations.
Unetellephaseestconstituéeparexempleparunpolymèregrefféavecdesgroupements
−SO3H(c’estparconséquentl’équivalentd’unpolyanion).
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phasemobile
(aqueuse)

détecteurà
conductivité

suppresseur

pompe(s) injecteur
àboucle

temps

chromatogramme

CIdirecteCIavecsuppresseur

COLONNE

Figure4.1 Schémadeprinciped’uneinstallationdechromatographieionique.
Onretrouvel’architecturemodulaireclassiquedelachromatographieliquide,avecpour
différencedepouvoirutiliserunmodededétectionoriginalbasésurlaconductancedes
solutions.Cependantlanatureetlaconcentrationioniquedecertainesphasesmobiles
sontàl’originededifficultésaveccemodededétection.Onfaitalorsappelàunmon-
tageparticuliercomportantun«suppresseur»,dispositifintercaléentrelacolonneet
ledétecteur,quiapourrôled’éliminerlesionsdel’éluantparréactiondetypeacido-
basique.

 Enrevanche, sionchercheàséparerdesanions(typeA
−

)onchoisitunecolonnedite
anionique.Celleciestobtenueparexempleàpartird’unpolymèrecomportantdesgrou
pementsammonium).

Pourcomprendrelemécanismed’uneséparation, prenonspourexempleunecolonne
anioniquecomportant desgroupementsammoniumquaternaire, enéquilibreavecune
phasemobilericheenanionshydrogénocarbonates(contreanions). Ainsi, touslessites
cationiquesdelaphasestationnairesetrouventappariésaveclesionsdelaphasemobile
(fig.4.2).

1 2 3

E- E-

E-
E-

E-E- E-

E-

E-

N+

N+

N+

N+

N+

N+

A-

A-
A-

Figure4.2 Illustrationdelaprogressiond’unanionA
−

aucontactd’unephase
stationnaireammoniumappariéeavecuncontre-anionE

−
delaphasemobile.

L’ionE
−

(généralementl’ionhydrogénocarbonate)estfixésurlaphasestationnaire.
L’anionA

−
(ionchlorureparexemple), qui estdanslaphasemobilevientprendrela

placedel’ionE
−

.Ensuite,l’élutionproduituneinversiondusensdelaréactiond’équi-
libreenrégénérant, auniveaudusiteconsidéré, laphasestationnaireliéeàunion
E
−

(ouunautreiondemêmetype).LaprogressiondeA − danslacolonnedépendrade
sonaffinitéaveclessitesioniquesdelacolonne.
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Lorsqu’unanionA
−

,apportéparl’échantillon,estentraînéparl’éluant,unesuited’équi
libresréversiblesseproduit,régisparuneéquationd’échangequidéterminesarépartition
entrelesdeuxphases,mobile(PM)etstationnaire(PS).Lesens1correspondàlafixation
del’anionA

−
surlaPSetlesens2àsonretourdanslaPM,doncàsaprogressiondansla

colonne.
A

−
PM + [HCO3]

−
PS

1−−−→
←−−−2 [HCO3]

−
PM +A

−
PS

A
−
PS

· (HCO3)
−
PM

A
−
PM

· (HCO3)
−
PS

= Cste (4.1)

Cetéquilibrereprésentelasélectivité a entrelesdeuxanionsvisàvisducationdela
phasestationnaire.

Àpartird’unecolonnedetypecationique, onpeutdécrireunesituationcalquéesurla
précédente(PScorrespondparex.àunephasedetypePolymSO 3Hfortementacide):

M+
PM +H +

PS
1−−−→
←−−−2 M+

PS +M +
PM

Cephénomèned’échangequipermetderetenirlesespècespolairessurlarésineestconnu
souslenomd’extractionenphasesolide(fig.4.3).Sil’échantilloncontientdeuxionsXet
YetsiK Y > KX,YestplusretenuparlacolonnequeX.

min

0

10

30

40

50

60

20

24 6810

détectionconductimétriquedirecte
éluant:acideperchlorique1,5mmol/L

1-acidetartrique
2-acidemalique
3-acidecitrique
4-acidelactique
5-acideacétique
6-acidesuccinique

C=4 mg/L
7,5"
7,5"

10 "
25 "
40 "

1
0

S
/c
m

-6

1 2

3
4

5
6

Figure4.3 Séparationdequelquesacidesorganiquesavecunecolonnecationique.

4.2PHASESSTATIONNAIRES

Lesphasesstationnairesdoiventsatisfaireauximpératifsdedistributiongranulométrique
étroite(monodisperse), degrandesurfacespécifique, derésistancemécanique, debonne
tenueauxpHacidesoubasiquesetassureruntransfertrapidedesions.

4.2.1Copolymèresdesynthèse

Lesphasesstationnaireslesplusconnuessontobtenuesparcopolymérisationstyrène / divi
nylbenzèneafind’obtenirdesphasesréticulées, résistantesàl’écrasement. Ellessepré
sentent sous formedeparticules sphériques d’undiamètredequelques micromètres
(fig.4.4).Cesparticulessontensuitegrefféespourenfairedespolyanionsoupolycations.
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PourgrefferdesgroupementsSO 3H, onfaitréagirdel’acidesulfuriqueconcentré, sa
chantqueseulslesnoyauxaromatiquesaccessiblesauréactifseronttransformés. Onob
tientunephasetrèsacide—ditecationiqueforte—dontl’anionestfixésurlecopoly
mèreetlecationestéchangeableavecd’autresespècescationiquesprésentesdansl’éluant.
Lacapacitéd’échange,indépendantedupHdelasolution,estdequelquesmmol / g.

+
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+

+
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+

+
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+
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+
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+
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+

+

+

+

+

+

2,5µm2,5µm

-

échangeurdecations échangeurd'anions

SO3 H

n n

+ -NR3 OH

15µm

0,1µm

Figure4.4 PhasesstationnairesenCI.
Schémad’uneparticulesphériquedepolystyrèneàusaged’échangeur decations.
Matricedepolystyrènetransforméeenrésineéchangeusedecations(ex.DOWEX® 4
ouenrésineéchangeused’anions(ex.DOWEX® MSA-1,ouPermutite® si R = Me).

Pourréaliserunerésineanioniqueenpartantdumêmecopolymère,oncommenceparune
chlorométhylation,cequirevientàfixer −CH2Cl(obtentiondela«résinedeMerrifield»)
puisonfaitréagiruneaminetertiaireousecondaireselonlabasicitésouhaitéedelaphase
stationnaire.

Unephasestationnairefaiblement basiquecommePolymNMe 2 donneaucontact de
l’eauunephasefaiblementionisée(PolymNMe 2H)+OH

−
surtoutsionestenmilieualca

lin.Enrevanche,enmilieuacide,elleapparaîtracommeunephasefortementbasiquedont
lasurfaceactiveserafortementionisée:(PolymNMe 2H)+Cl

−
.Lesrésinesdecetypeont

unecapacitéd’échangequivarieaveclepH.

4.2.2Silicesgreffées

Legeldesilicepeutégalement servirdesupportpourfixer, pardesliaisonscovalentes,
deschaînesalkylphénylesporteusesdegroupementssulfonésouammoniumquaternaire.
LadémarcheestsemblableàcellequiestsuiviepourobtenirlessilicesgrefféesdelaCLHP.
Cesphasesassocient lespropriétésdelachromatographieioniqueàcellesdelaCLHP.
Laséparationreposeàlafoissurlescoefficientsioniquesetsurlescoefficientsdepartage.

Me

H-N O
CO2H

C(CH2OH)3

n

Figure4.5 Copolymérisationdedeuxmonomèresmonoéthyléniques
(unacideetuntrihydroxyamide).

Exempledestructureobtenue(CM-TRISACRYL M® deIBF-France). S’agis-
sant d’unacidefaibleunephasedecetypen’est pas utilisableàdes pH
acides,puisqu’ellen’estplussousformeionisée.
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Unautreprocédépourobtenircesphasesstationnairesconsisteàcopolymériserunmé
langededeuxmonomèresacryliques, l’undetypeanionique(oucationique)choisiselon
lanaturedelaphasedésirée,etl’autrepolyhydroxylé(fig.4.5),destinéàassurerlecarac
tèrehydrophile. Maiscesrésinesont uninconvénient, carleurtauxdegonflement varie
enfonctiondelacompositiondelaphasemobile. Ellessontréservéesaudomainedela
chromatographiemoyennepression,pourcertainesapplicationsbiochimiques.

4.2.3Résinespelliculaires

Unpolymèreappelélatex, préparéaudépart d’unmonomèreporteurdefonctionsorga
niques,estdéposéàl’étatdeminusculessphèresjointives(0 ,10,2 mmdediamètre)pour
formerunepelliculecontinuede1à2 mmd’épaisseursurunsupportimperméable,consti
tuédemicrosphèresdesilice, deverre, oudepolystyrènede25à50 mmdediamètre
(fig.4.6)propreàconduireàdeséquilibresrapidesentrephases.

surfaceréactive

noyaurevêtementionique

CO2H

CO2H n

Figure4.6 Résinespelliculaires.
Exemplederésineconstituéed’unnoyaudursurlequel aétédéposéuncopolymère
obtenuaudépartd’unmonomèrerésultantdelaréactiondel’acidemaléiquesurle
1,3-butadiène(Reproduitavecl’autorisationdelaSociétéDionex).

Danslecasdusupportpolystyrène, lelatexestfixépardesliaisonspolaires. Celatex
résultedelaréactiondedeuxmonomèresinsaturéstelsquele1,3butadièneavecl’acide
maléiqueouleméthacrylatede2hydroxyéthyle. Lesdoublesliaisonsrestantesserventà
durcirlematériauparréticulation.

4.3PHASESMOBILES

Leséluantsservantdephasesmobilessontdessolutionsaqueuseschargéesd’ionssalinsou
organiqueset,sinécessaire,d’unpeudeméthanoloud’acétonepourfaciliterladissolution
decertainséchantillons.Suivantletype,cationiqueouanioniquedelacolonne,lesionsde
l’éluantsontapportéssoitpardesacidesminérauxouorganiques(perchlorique,benzoïque,
phtalique,méthanesulfonique...),soitpardesbases(hydroxydedepotassiumoudesodium,
carbonatesoubicarbonates...).

Danscederniercas,lessolutionsd’élutionontmalheureusementtendanceàsecarbonater
parabsorptiondudioxydedecarbonedel’airambiant, cequi perturbeprogressivement
lestempsderétention. Pourévitercettecontamination, onpeutacquérirparexempleun
générateurd’hydroxydedepotassium(KOH)quis’intercaleentrelapompeetl’injecteurdu
chromatographe(fig.4.7).Connaissantledébitd’eauetl’intensitéducourantd’électrolyse
onrègleavecprécisionlaconcentrationenKOHdel’éluant et onpeut mêmefairedes
séparationsreproductiblesavecdesgradientsdeconcentration.
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pompe
générateurdeKOH
parélectrolyse chromatographe

(ionique)

alimentation
-+

O
2
àl'anode

H
2
àlacathode

HO
2

principedelacelluleàélectrolyse

réservoiràé lectrolyte

membraneperméable
auxcations

cathode(platine)

anode(platine)

àl'anode(oxydation)

àlacathode(réduction)

-

+HO
2

HO+ KOH
2

K
+

2HO+2e
2

–

HO
2

2H +1/2O+2e+

2

–

2OH+H–

2

dégazeur

Figure4.7 Chromatographieioniqueavecgénérateurd’éluantàbasedeKOHpourséparerdesanions.
Schémamontrantlapositiondugénérateurdepotassediluée(KOH)entrepompeet
chromatographe.Ledioxygèneforméàl’anodeetledihydrogèneàlacathode, sont
éliminésparundégazeuràcapillaire.Ilestànoterquelapompeestalimentéeeneau
pure,doncnesouffrepasdelacorrosionapportéeparlesacidesoulesbases.Détail
illustrantlapartieactivedugénérateurdepotassediluéedelacelluled’électrolyse
(dessinexécutéàpartird’undocumentdelasociétéDionex).

0 2 4 6 8 10 min

analyte

eau

ionéluant

Figure4.8 Chromatogrammefaisantapparaîtrelepicdel’eau(2min)etlepicsystème(10min).

Lespicsd’élutiond’origineaccidentelle.L’iondel’éluant(quiapourrôlededéplacer
leséquilibresioniquesdanslacolonne),aégalementuntempsderétentioncommetoution
del’échantillondanslesconditionsdel’expérience.Si,aucoursdel’injection,lasolution
aqueusedel’échantillonnecomportepascetion, ilseproduitundéficitencetion, pen
dantuncourtinstant(«concentrationnégative»).Onverraalorssurlechromatogrammeun
picappelépicsystèmesouventennégatifquicorrespondautempsd’élutiondel’ionéluant
(fig.4.8).Unautreartefactestdûàl’eaucontenuedansl’échantillonquigénèreunsecond
pic,positifounégatif,pourlamêmeraison.Cepicmarqueletempsmortdelachromato
graphieencours.©
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4.4DÉTECTEURSÀCONDUCTIVITÉ

Endehorsdesdétecteursspectrophotométriquesbaséssurl’absorptionoulafluorescence
dansl’UV/VIS, utilisableslorsquelaphasemobilen’absorbepasellemêmedansledo
mainedemesure,ontrouveunmodededétectionparticulierbasésurlapropriétédesélec
trolytesdeconduirelecourantélectrique:onmesure,ensortiedecolonne,laconductance
(inversedelarésistance)delaphasemobileentredeuxmicroélectrodes. Pourpouvoir
faireunemesuredirecte,ilfaututiliserunéluantpeuchargéenions,possédantunefaible
conductanceetdisposerd’unecelluledemesurethermostatéeà0 ,01

◦
Cprès,étantdonné

l’effetprononcédelatempératuresurlaconductance( ∼ 5% /
◦
C!).Lacelluledemesure,

disposéeenavaldelacolonne,estd’unvolumetrèsréduit(environ2 mL).

Onpeutprévoirlasensibilitédeladétectiond’unionX(valencezetconc. mol. C)à
conditiondeconnaîtresaconductanceéquivalente( LX)etcelledel’ionéluantE( LE).On
calculelavaleurde DKselonl’expression4.2,sachantque,suivantlesignetrouvé,lepic
seraditpositifounégatif:

DK = C ·z ·(LX −LE)(4 .2)

Conductancedessolutions. LaconductanceG = 1/ Rcorrespondàlavaleurréci
proquedelarésistanceRmesuréeentredeuxélectrodesentrelesquellesonmaintientune
ddpetquiplongentdanslasolutionconductrice.Gs’exprimeenSiemens(S).Pourunion
donné,laconductancedelasolutionvariecommelaconcentrationdel’électrolyte.Lare
lationestlinéairepourlessolutionstrèsdiluées.Laconductancespécifique(enS ·m

−1)ou
conductiviték,permetdes’affranchirdesparamètresdelacellule:

k = G ·Kcell (4.3)

Kcell = d/ Sdésignelaconstantedecellule(surfaceSetécartementd). Savaleurn’est
pasaccessibleparunemesuredirecte.Onladétermineàpartird’unesolutiond’étalonnage
dontonconnaîtlaconductiviték.Enfinlaconductanceéquivalenteionique(S ·m2 ·mol

−1)
représentelaconductivitéd’uniondevalencez, ensolutionaqueuseà25

◦
C, lorsquela

concentrationmolaireC(mol/L)tendvers0dansl’eau(tableau4.1).

L0 = 1000k / C ·z (4.4)

Tableau4.1Conductivitéséquivalentesdequelquesionsàdilutioninfiniedansl’eau,à25 ◦C.

cations L +
0(S·m2·mol

−1) × 10
−4 anions L

−
0 (S·m2·mol

−1) × 10
−4

H+ 350* OH
−

198

Na+ 50 F
−

54

K+ 74 Cl
−

76

NH+
4 73 HCO

−
3 45

1/ 2Ca ++ 60 H2PO
−
4 33

*note:3500000enS ·m2 ·mol
−1 ou350enS ·cm2 ·mol

−1 .
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4.5LESUPPRESSEURD’IONSDEL’ÉLECTROLYTE

Auseindel’éluantfortementionique,ilpeutêtredifficilederepérerlesignalapportépar
lesfaiblesconcentrationsdesionsdel’analyte.Pouraméliorerlasensibilitédecetypede
détectiononintercale,entrelacolonneetledétecteur,undispositifdestinéàéchangerpar
capturelesionsapportésparl’électrolyte,appelésuppresseur.Lebutestderemplacerles
ionsinitiauxdel’éluantpard’autresdeplusfaibleconductivité.

Lemodèleleplussimpledesuppresseurconsisteenunecolonnedetypeéchangeur
d’ions. L’exemplesuivantexpliquelemécanismed’actiond’unsuppresseurquicontient
unephasestationnaireavecdesgroupementsfonctionnelsdechargeopposéeàceuxdela
colonnedeséparation.

Supposonsquel’onait séparéunmélangecontenant lescationsNa + et K+ avecune
colonnecationiquedontlaphasemobileestdel’acidechlorhydriquedilué.Ensortiedeco
lonne,lesionsNa + etK + sontaccompagnésdesionsH + apportésparl’acidechlorhydrique.
Lesionschloruresassurentl’électroneutralitéàl’ensembledumilieu.Aprèslacolonnesé
paratrice,laphasemobiletraverseunesecondecolonnequicontientunerésineanionique
dontl’ionmobileestOH

−
.LesionsCl

−
sefixentsurcettecolonneendéplaçantlesions

OH
−

quiréagissentsurlesionsH + pourdonnerdel’eau.Enavaldusuppresseur,nesubsis
terontdansl’eauquelesespèces(Na +OH

−
)et(K +OH

−
)plusconductricesque(Na +Cl

−
)et

(K+Cl
−

).LesionsH + etCl
−

aurontdisparu.LadétectiondesionsNa + etK + s’entrouvera
exaltée(fig.4.9).

Cetypedesuppresseurauninconvénient,sonimportantvolumemortquidiminuel’ef
ficacitédelaséparationparunnouveaumélangedesionsavantleurdétection.Ildoitêtre
régénérépériodiquementetn’estutilisablequ’enmodeisocratique.

élutionducationM+

HO2 HO2

Cl– + Cl–+OH– OH–RN4 + RN4 +

remplissageanionique
détecteurconductimétrique

colonneséparatrice
enamont

ionsavantsuppresseur ionsaprèssuppresseur

Cl–H+ OH–M+ M+

Figure4.9 Suppresseurchimiqueàcolonnedeneutralisation.
Danscetexemplededétectiond’uncation,lesuppresseuranioniquepurgel’éluantdes
ionsH+ etdelaquasi-totalitédesionsCl

−
,facilitantainsi ladétectionducationM +.

Onaassociéàunecolonnedeséparationcationique(ex.ArSO 3H) unsuppresseurchi-
miquecontenantunerésineanionique(ex.ArCH2(NR)3OH) pourneutraliserlescations
del’éluant.

Lessuppresseursàfibresouàmicromembraneont,parlasuite,prislerelais.Ilsontdes
volumesmortstrèspetits,del’ordrede50 mL,etunefortecapacitéionique.Ilspermettent
l’élutionavecgradientdeconcentration,ladérivedelalignedebaseétantnégligeable.
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Lafigure4.10aprésenteleschémacorrespondantaupassaged’unanionA
−

ensolution
dansunélectrolytetypiqued’unecolonneanionique,autraversd’unsuppresseuràmem
branecationique.

Plusrécemmentsontapparusdessuppresseursautorégénérésparréactionélectrolytique.
Ilscomportent,soitunecolonnespécialecontenantunerésinerégénéréeparélectrolyse,soit
unsuppresseuràmembranedontlesionsrégénérantssontproduitsinsituparélectrolyse
del’eau.Lafigure4.10billustrelesecondprocédé:ilreprésentelepassaged’uncation,en
solutiondansdel’acidechlorhydriquedilué,autraversd’unsuppresseurdontlamembrane
estperméableauxanions.

Enrevanche,sileproblèmeàrésoudreestuneséparationd’unmélanged’anionssurune
colonneanionique(garnissagecationique), avecunl’éluantcontenantdelasoudediluée,
onchoisiraunemembraneperméableauxcations.Ducôtécathodique,lepassagedesions
hydroniumsversl’électrolyteferadisparaîtrelesionsOH

−
.Ducôtédel’anode,cesontles

ionsNa + quimigrerontetviendrontréagirsurlesionsOH
−

.

4.6ANALYSEURSD’ACIDESAMINÉS

Laséparationetledosagedesmélangesd’acidesaminéscorrespondentàuneapplication
classiquedelachromatographieioniquecoupléeàuneméthodecolorimétrique.Lesacides
aminésnepouvantêtreidentifiésdirectementparabsorptionUV,onlesfaitréagirensortie
decolonnesurlaninhydrinepourfaireapparaître, quelquesoitl’acideaminé, lemême
dérivécoloré,aisémentdétectableparspectrophotométrie.

Ledosagedesacidesaminésapportebeaucoupd’informationsparticulièrementdansle
diagnosticdemaladies.Cesontlesélémentsconstitutifsdesprotéinesdurègnevivant.Ils
existentégalementàl’étatlibredanslesliquidesbiologiques.Leséchantillonsdeprotéines
sonthydrolysésaumoyendeHCl6Mvers200

◦
C.Quantauxliquidesbiologiques,ilssont

déprotéinésparchauffageavecdel’acidesulfosalicylique.

Pourséparerlesacidesaminéslesunsdesautresonutiliseunappareillagespécialiséqui
comporteunecolonnecationique(polystyrènesulfoné)équilibréeavecunesolutiond’hy
droxydedelithiumdefaçonàcequelesgroupementsacidessulfoniquessoientsousforme
deselsdelithium(fig.4.11).L’échantillonàdoserétantportéàpH2,lesaminoacides,sous
formecationique,déplacentlesionsLi + delaphasestationnaireets’yfixentplusoumoins
solidementenfonctiondeleurdegréd’ionisation.L’élutionsefaitenaugmentantprogressi
vementlepHetlesconcentrationssalinesdelaphasemobile.Ensortiedecolonne,ilssont
mélangésàunréactifcontenantdelaninhydrinepuischauffés.Misàpartlesacidesami
néssecondaires(typeRNHR ),quidonnentunecolorationjaune(détectéeà440nm),les
acidesaminésprimaires(typeRNH 2)conduisentàlamêmecolorationviolette(détectéeà
570nm).L’intensitédelacolorationestproportionnelleàlaquantitéd’acideaminéprésente
danslemilieuréactionnel.Dansdesconditionsdéterminées,lerapportd’absorptionoptique
570nm / 440nmestcaractéristiquepourchaqueacideaminé.Lalimitededétectabilitéest
d’environ30picomoles.
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membraneperméable
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M+
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b)

séparationdecations
colonneIC-Pak(Soc.Waters)
150x3,9mm
détection:conductivité
élution:0,1MEDTA/3mMHNO
débit1mL/min

3

1-Li
2-Na
3-NH
4-K
5-Mg
6-Ca

4

15min

c)

Figure4.10Principedefonctionnementd’unsuppresseuràmembrane
etd’unsuppresseuràrégénérationélectrochimique.

Il existedeuxtypesdemembranes, lesunesperméablesauxcations (H+ etici Na+),
lesautresauxanions(OH

−
etici Cl

−
). a)Lemodèleàmembranemicroporeusecatio-

niqueestadaptéàl’élutiondesanions.Seulslescationspeuventtraverserlamembrane
(quicorrespondenfaitàuneparoipolyanioniquefixerepoussant,parconséquent,les
anionsdelasolution);b)lemodèleàélectro-désionisationfaiticiappelàunsuppres-
seuràmembraneanionique,utilisé,paroppositionaumodèleprécédent,enavald’une
colonnecationique.Ilestrégénéréenionsparélectrolysedel’eau.Noter,danslesdeux
cas,lacirculationàcontre-courantentrelaphaseéluéeetlasolutiondusuppresseur
post-colonne;c)exempled’uneséparationdecationsinorganiques(concentrationsde
l’ordreduppm)utilisantunsuppresseurdecetype.
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- Li+ SO3
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Détecteurspectrophot.
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réacteur

Figure4.11Analysedesacidesaminés.
Réactiond’échangesurlacolonneetréactionsdedérivationaveclaninhydrine.

Quelquesoitl’acideaminédedépart, R désignantlerestedelamoléculesousforme
non-explicite,ilseformelevioletdeRuhemann,dontlemaximumd’absorptionestà
570nm.L’hydrindantinequiseformeparcouplagede2moléculesdeninhydrineest
uncatalyseurdelaréaction.Unealternativeconsisteàtransformerchaqueamino-acide
enundérivéfluorescentdel’indoleenprésenced’aldéhydeo−phtalliqueetd’undérivé
duthio-éthanol.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.waters.com www.agilent.com www.millipore.com
www.dionex.com www.metrohm.com www.shimadzu.com
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EXERCICE
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice4.1
Pourséparerunmélangedeprotéines,onutiliseunecolonnecomportantunephaseàbase
decellulosecarboxyméthylée.LediamètreinterneDIdelacolonneestde0,75cmetsalon
gueur20cm.LepHdelaphasemobileestajustéà4,8.Ledébitdelaphasemobileestréglé
à1mL / min.Levolumemortestde3mL.Onnotequ’ilapparaîttroispicscorrespondant
auxvolumesd’élutionV 1 àV 3 de12,18et34mL.
a)S’agitild’unephaseanioniqueou,aucontraire,detypecationique?
b)PourquoienaugmentantlepHdelaphasemobile,modifietonnotablementlestemps
derétentiondecestroiscomposés?Prédiresicestempsvontêtreaugmentésoudiminués.



Chapitre5

Chromatographieplanaire

Lachromatographieplanaire, également connuesouslenomdechromatographiesur
couchemince (CCM), est unetechniquecomplémentairedelaCLHP, ayant sapropre
spécificité. Bienquelamiseenœuvredecesdeuxtechniquessoitdifférente, leprincipe
delaséparationet lanaturedesphasesrestent lesmêmes. Méthodesensible, defaible
coût,pouvantêtreautomatisée,elleestdevenuedésormaisindispensablesachantaussiqu’il
estpossibledemenerplusieursséparationsenparallèle.L’appareillageactuelpermetde
maîtriserlestroisétapesessentielles:ledépôtdel’échantillon,lamigrationsurlaplaqueet
lamesuredeconcentration.Applicateursetdensitomètresautomatiquesontainsiconduit
àlananoCCM, unetechniquetrèssensiblequipeutêtrecoupléeàlaspectrométriede
masse.

5.1MISEENŒUVREDELACHROMATOGRAPHIEPLANAIRE

Laséparationparchromatographieplanairedesconstituantsdel’échantillonestréaliséesur
unefinecouche(100 −200 mm)dephasestationnaire,généralementàbasedegeldesilice,
déposéesuruneplaquerectangulairedeverre, deplastiqueoud’aluminium, dequelques
centimètresdecôté.Pourmaintenirlaphasestationnairesurlesupportetassurerlacohésion
desparticules,unliantorganiqueestincorporéaucoursdelafabricationdelaplaque.

Leprincipedelaséparationentrephasesest semblableàcelui delaCLHP, maisla
conduitedel’expériencedeCCMestdifférente.Ondistinguetroisétapes.

5.1.1Dépôtdel’échantillon

Oncommencepardéposerunpetitvolume(comprisentrequelquesnanolitresetplusieurs
microlitres)del’échantillonensolutiondiluée,àproximitédubordinférieurdelaplaque
sousformed’unetachede1à3mmdediamètre.Cedépôtestréalisésoitmanuellement,
soitdemanièreautomatique,avecuncapillaireàextrémitéplane(fig.5.1).Latachepeut
égalementavoirlaformed’untraithorizontaldequelquesmm,obtenuparpulvérisationde
l’échantillonaumoyend’undispositifautomatiquedontl’intérêtestdepouvoirmaîtriser
lareproductibilitédesquantitésdéposées,cequiestindispensableenanalysequantitative.
Laplaqueainsipréparéeestintroduitedansunecuvespécialemunied’uncouvercle, au
fonddelaquellesetrouveunpeudelaphasemobileservantd’éluant(fig.5.2).L’endroit
oùl’échantillonsetrouvedoitêtresituéaudessusduniveaud’immersion.
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Figure5.1 Appareildedépôtautomatiqueen CCM etdelecturedeplaque.
ApplicateurLinomatIVprogrammable,etdensitomètremesurantlalumièreréfléchie
outransmiseparlaplaque.Leschémaoptiqueestassezsemblableàceluid’unspectro-
mètreUV/ Visible(modèleScanner3,reproduitavecl’autorisationdelasociétéCamag).

5.1.2Développementdelaplaque

Laphasemobilemigreparcapillaritéàtraverslaphasestationnairesèche,entraînantàdes
vitessesdifférenteslesconstituantsàséparer. Letempsdemigration(plusieursminutes)
dépenddediversparamètres.Quandlefrontdesolvantaparcouruunedistanceconsidérée
commesuffisante(quelquescentimètres),onretirelaplaquedelacuve,onrepèrelaposition
limiteatteinteparlaphasemobileetonévaporecettedernière.

Lorsqu’onutiliseuneplaqueàpolaritédephaseinversée(«RP −TLC»),l’éluantcom
portedel’eau.Ilestalorsutiled’ajouterunsel,telduchloruredelithium,pourlimiterles
phénomènesdediffusionetaugmenterainsilarésolution.

5.1.3Révélationpost-chromatographique

Lalocalisationdescomposésaprèsmigrationsefaitsurlaplaquedébarrasséedel’éluant.
Lescomposésqui donnent destachesinvisiblesdoivent être«révélés»(fig. 5.2). À

cettefinlaphasestationnairecontientunindicateurconsistantenunseldezincquiémet
unefluorescencevertelorsqu’onéclairelaplaqueaumoyend’unelampeUVàvapeurde
mercure( l =254nm). Toutcomposéquiabsorbeàcettelongueurd’ondeapparaîtsous
formed’unetachesombre(ouquelquefoiscolorée)surunfondilluminéenvert.

Uneautreméthodequasiuniversellederévélationconsisteàcarboniserlescomposésen
chauffantlaplaqueaprèsl’avoirsoumiseàunepulvérisationd’acidesulfurique.Cemode
d’examenn’estcependantpasutilisableenCCMquantitative:oneffectue,danscecas,la
révélationparimmersiondansdesréactifsgénéraux(acidephosphomolybdique,vanilline),
ouspécifiques(ninhydrineensolutionalcooliquepourlesacidesaminés,parexemple).Plu
sieurscentainesderéactifsrépertoriésserventàintroduiredesgroupementschromophores
oufluorophores.

L’utilisationd’uneplaquedeformecarréepermetdefairedelachromatographiebidi
mensionnelleenprocédantàdeuxélutionssuccessivesavecdeuxéluantsdifférents(fig.5.3).
Uneapplicationtypiquedecetteméthodeestlaséparationdesacidesaminés.Pournspots,
larésolutionpeutatteindre(n ∗n)composés.©
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R=x/x
f10

x
0

x
1

plaquedeCCM

vapeurdel'éluant

éluant

0,47

0,31

1

0

R
f

endroitdudépôt

Figure5.2 ChambrededéveloppementàcuveverticaleetplaquedeCCM.
Dedimensionsvariéesenfonctiondelatailledesplaques(de5 × 5à20 × 20cm)elles
sontenverreetmuniesd’uncouvercle.Aspectclassiqued’uneplaqueaprèsrévélation
desspotsdemigration,calculdu Rf .

dépôt

élution2

abc abc

abc abc

limitedufrontdesolvant

X

X

X

X

c
b
a

a b

cd

solvant1

élution1

c
b
a

solvant2

c
b
a

séchageetrotation
de90°delaplaque

Figure5.3 UneexpériencedeCCM bi-dimensionnelle.
Enprocédantà2élutionssuccessivesdansles2directions, onpeutconclurequele
composéX estunmélanged’aumoinsdeuxcomposésparmi lesquelslecomposéde
référencea(mêmeRf danslesdeuxsolvants),maislesecondcomposén’estpasb,bien
qu’ayantlemêmeRf dansl’élution2.

5.2PARTICULARITÉSLIÉESÀLACCM

LaCCMmetenjeudesphénomènesphysicochimiquespluscomplexesquelaCLHP;
 troisphasesdistinctessontprésentesentrelesquellesdeséquilibresnaissent:laphase

stationnaire,laphasemobileliquideetlaphasevapeur.
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 laphasestationnairen’estquepartiellementenéquilibreaveclaphaseliquideavantle
passagedescomposés.Selonlamanièredontonfaitlaséparation,laphasemobileesten
équilibreounonaveclaphasevapeur.Lesvitessesdemigrationendépendent;

 lepouvoird’adsorptiondelasurfacediminuedefaçonnotabledèsqu’unepartiedessites
d’adsorptionestoccupée,cequiapoureffetd’étirerlestachesenlongueur.LeR f d’un
composéàl’étatpurouprésentdansunmélangeestdonclégèrementdifférent;

 onnepeutfairevarierledébitdelaphasemobile,pouraméliorerl’efficacitédelasé
paration.Unremèdeconsisteàfairedesdéveloppementsmultiplesenséchantlaplaque
entrechaquecycledemigration;

 lavitessedeprogressiondufrontdesolvantn’estpasconstante.C’estunefonctioncom
plexeoùintervient, entreautres, ladimensiondesparticulesdelaphasestationnaire.
Elleobéitàuneloiquadratique:x 2 = k ·t,oùxreprésentantlahauteurdufront, t le
tempsetkuneconstante(fig.5.4).Ilenrésultequelarésolutionentredeuxspotsdépend
beaucoupduR f ,doncducomposé.ElleatteintgénéralementsonmaximumpourunR f

d’environ0,3.
Enrésumé, l’efficacitéNd’uneplaqueest trèsvariable. Lahauteuréquivalenteàun

plateauthéoriquepasseparunevaleuroptimale,commeenCLHP.

temps(min)
01228144 10 16
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Figure5.4 Distancesdemigrationdel’éluantsuruneplaquede CCM.
Enrepérantàdesintervallesdetempsconstantslamigrationdel’éluant, onmeten
évidencelaprogressiondetypequadratiquedufrontdesolvant. LacourbeAaété
obtenuedansunecuvenonsaturéedelavapeurdel’éluant.LacourbeBaétéobtenue
ensaturantlacuvedelavapeurdel’éluant.

5.3PHASESSTATIONNAIRES

Beaucoupdefacteursetdeparamètresphysicochimiquessontàprendreencomptedans
larecherched’unebonnephasestationnaire.Latailledesgrains,leursurfacespécifique,le
volumedespores,leurdiamètreetlarépartitiongranulométriquedéfinissentlespropriétés
desmatériauxutilisés.PourlananoCCM,latailledesparticulesestdel’ordrede4 mmet
celledesporesde6nm.Lerapportentrelenombredegroupementssilanolsetsiloxanes
fixelecaractèrehydrophileplusoumoinsprononcédelaphase.Ensuite,commeenCLHP,
ilexistedessilicesgrefféespardeschaînesauxstructuresvariées, attachéespardesliai
sonscovalentesauxfonctionssilanolsdelasurface.Certainessontconstituéesdesimples
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greffonsalkyles(RP–2 , RP–8 , RP–18),d’autres,degreffonscomportantdesfonctions
organiques(nitrile,amineoualcool),desortequecertainstypesdeplaquespeuventêtreuti
lisésavecn’importequelsystèmedesolvants.Lafigure5.5rassemble,enguised’exemple,
lesrésultatsobtenusdanslaséparationd’unmélangetestdequatreesters(desparabenes)
composésdepolaritésdifférentes,chromatographiéssursixphasesstationnaires,avecdeux
phaseséluantesbinaires,l’uneapolaireetl’autrepolaire.

OnutiliseégalementenCCMdessupportsàbasedecellulose,sousformedefibreou
depoudremicrocristalline,modifiéschimiquement.LaplusconnueestlaDEAEcellulose,
phaseassezbasiquecomportantlegroupementdiéthylaminoéthyle. D’autresphases, aux
propriétésd’échanged’ions,ontuncaractèrehydrophilemisàprofitpourlaséparationdes
ampholytes.

L’utilisationdeliantsminéraux(typeplâtre)rendlacouchedephasestationnairefragile,
cequipeutêtreunavantagelorsqu’onveutrécupérerlescomposésséparésendécollantdu
supportleszonesutilesetenlesextrayantavecunsolvant.

Figure5.5 Étudedelaséparationdecomposés(familledesparabènes)surdesphasesdifférentes.
(1) Surphasepolaireavecunéluantpeupolairel’ordredemigration(dupluspetit
déplacementversleplusgrand)correspondàl’ordredepolaritédécroissante(lebutyl-
parabènelemoinspolairemigreplusvite).Enrevanche,surphaseinverséepeupolaire
(2),avecunéluantpolaire,l’ordredemigrationcorrespondàl’ordredepolaritécrois-
sante.Parcomparaison,enCLHPsurphaseinverse(3),aveclemêmetyped’élution,on
observequelebutylparabènealeplusgrandtempsderétention.
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5.4PARAMÈTRESDESÉPARATIONETDERÉTENTION

ChaquecomposéestdéfiniparsonR f ,(abréviationde«retardationfactor»),quicorres
pondàsamigrationrelativeparrapportausolvant:

R =
distanceparcourueparlesoluté

distanceparcourueparlefrontdesolvant
=

x
x0

(5.1)

Ondéfinitl’efficacitéNdelaplaquepouruncomposédontladistancedemigrationest
xetlediamètreduspot w parlarelation5.2etH(HEPT)parlarelation5.3:

N = 16
x2

w2 (5.2)

et
H =

x
N

(5.3)

Pourcalculerlefacteurderétentionkd’uncomposéoulasélectivitéentredeuxcomposés
onfaitgénéralementcorrespondrelesdistancesdemigrationsurlaplaqueauxtempsde
migrationlussurunchromatogramme.Enadmettantquelerapportdesvitesses uetu 0 de
migrationsontlesmêmessurlaplaqueetlacolonne(cequin’estqu’uneapproximation),
onpourrarelierR f etk:

R f =
x
x0

=
u
u0

=
t0
t

=
1

k+1
soit k =

1
R f

− 1(5 .4)

Enfin,onposequelarésolution,àl’imagedel’expression1.26,apourvaleur:

R = 2
x2 − x1
w1 + w2

(5.5)

5.5CCMQUANTITATIVE

PourvalideruneméthodededosageparCCMilfautnonseulementdisposerd’unmoyen
dequantificationdestaches(figures5.1et5.6),maisaussidéfinirlesparamètreshabituels
(spécificité,étenduedudomainedelinéarité,précision...).Danscebut,laplaqueàexaminer
estdéplacéesousl’optiqued’undensitomètre(ouscanner)quimesuresoitl’absorptionsoit
lafluorescenceàuneouplusieurslongueursd’onde.Cetappareilconduitàunpseudochro
matogrammecomportantdespicsdontonpeutmesurerlesaires(voirparex.figure5.5).Il
s’agitenfaitd’uneimageisochronedelaséparationàl’instantfinal.EnCCMilsuffitde
quelquesngd’uncomposéabsorbantdansl’UVpourformerunetachedécelable.

Afinderévélerlescomposésmarquésparunradioisotope b
−

,ondisposededensi
tomètresparticulierséquipésd’unecaméravidéoqui donneuneimagedeladistribution
radioactivedelaplaque. L’ancienprocédéd’autoradiographieparcontactsuruneplaque
photographiqueapourdéfautd’êtretrèspeusensible(posespouvantdépasser48heures).
CesdensitomètresconnussouslenomdemachinesdeCharpak,sontégalementutilisésen
électrophorèsesurgel. Lasensibilitéestsuffisantepourdécelerdesactivitésdequelques
becquerelsparmm 2.©
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plaquedeCCM

distancesdemigration

plaqueRP-18
détectionUVà254nm
éluantacétone/eau50:50v/v
migrationascendante
en20minpour8cm.
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Figure5.6 Séparationde3stéroïdesenCCM surphasedepolaritéinversée.
Ladistancedemigrationaugmenteaveclapolaritéducomposé.Lepseudochromato-
grammeaétéobtenuparscannérisationdelaplaqueCCM.Lamêmeséparationmenée
enCLHPconduiraitàunchromatogrammedanslequel l’ordredespicsseraitinversé,
uncomposéfortementretenuayantunplusgrandtempsd’élution.

LaCCMestbienloind’êtrelatechniqued’appointqu’elleétaitàsesdébuts.Pourbeau
coupd’applications,ellepermetd’obtenirdesrésultatsdequalité,comparablesàceuxde
laCLHP.Bienqu’elledemandeencoreactuellementplusd’interventionhumainequecette
dernière,l’utilisationdesnouveauxoutilsperfectionnéspourdéposer,développerenfaisant
usagedegradientsd’élution,révéleretlirelaplaque,luiconfèrelareproductibiliténéces
saire.Unerécenteavancéetechnologiqueconsisteàfairemigrerl’éluantàvitesseconstante
enexerçantunesurpressionparungazauniveaudelacuvededéveloppementspécialement
prévueàceteffet.Ongagneentempsetenqualitédeséparation.

ComparéeàlaCLHP,laCCMestapteàtraiterplusd’échantillonsdanslemêmetemps,
parmiseenœuvred’analysesfaitesenparallèlesurlamêmeplaque. Lapréparationdes
échantillonsestmoinscontraignantequ’enCLHPlaplaqueétantàusageunique,cequiest
trèsutileprincipalementpourleséchantillonsbiologiques.LaplaquedeCCMsurlaquelle
desproduitsont étéséparésest aussi unmoyen, provisoire, deconserverdestrèspetits
échantillons,quiaprèsextractionpeuventserviràd’autresanalyses(spectrométriedemasse
parexemple).

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.alltech.com www.analtech.com www.bioscan.com
www.camag.com www.machereynagel.com www.whatman.com
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice5.1
UnmélangededeuxcomposésAet Bconduitaprèsmigrationàdeuxtachesauxcaracté
ristiquessuivantes(distancedemigrationxetdiamètreduspot w):
− xA = 27mm wA = 2mm
− xB = 33mm wB = 2,5mm
Lamigrationdufrontdesolvantdanscetteexpérienceestde60mm.
a)CalculerR f , NetHpourchacundescomposés.
b)CalculerlefacteurderésolutionentrelesdeuxcomposésAetB.
c)ÉtablirlarelationentrelefacteurdesélectivitéetleR f desdeuxcomposés.Calculersa
valeurnumérique.

Exercice5.2
Lafigureciaprèsreprésentelerésultatdelascannérisationd’uneplaquedeCCMenphase
normale(phasemobile: hexane/ acétone80:20). Lestroiscomposésont pourstructures
A, BetC.
a)Attribueràchaquepicdel’enregistrementlecomposéquiluicorrespond.
b)Quelseraitl’ordred’élutiondescomposésA , BetCsurunecolonnedeCLHPcontenant
lemêmetypedephasestationnaireetlamêmephasemobile?
c)Quelseraitl’ordred’élutiondescomposésA , BetCsurunecolonnedeCLHPcontenant
unephasedetypeRP–18aveccommeéluantunmélangeacétonitrile / méthanol(8:2)?
d)CalculerleR f ducomposéquimigreleplusrapidementsurlaplaque.
e)Pourcemêmecomposé,calculer,àpartirdel’enregistrementreproduit,l’efficacitédela
plaqueCCMetlaHEPTcorrespondante(onutiliserapourcecalcullaformuletransposée
delachromatographiesurcolonnedonnantl’efficacitéenfonctionde d largeurdupicà
mihauteur,avecx,distancedemigration).
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Chapitre6

Chromatographieenphase
supercritique

Lachromatographieenphasesupercritique(SFC) apouroriginalitéd’utilisercomme
phasemobileunfluideàl’étatsupercritique, cequiaméliorelesséparationsdecompo
sésthermolabilesoudemassesmoléculairesélevées.Lematérielestdeconceptionhybride
entreCPGetCLHP. OnpeututilisersoitlescolonnescapillairesdelaCPGsoitlesco
lonnesclassiquesdelaCLHP,maislatendanceactuelleestd’opterplutôtversl’utilisation
decesdernières.L’arrivéetardivedecettetechniquesurlemarchédel’instrumentationa
étéunhandicapàsondéveloppement,beaucoupdeméthodesétantdéjànormaliséesavec
lesautrestechniqueschromatographiquesclassiquesquidonnentsatisfaction.Sionajoute
àcetargumentquelematérielestpluscomplexeetd’uncoûtplusélevé,onconçoitquepeu
deconstructeursd’instrumentsd’analyses’ysoientintéressésetquecetypedechromato
graphiesoitrestépeudéveloppé.

6.1RAPPELSURLESFLUIDESSUPERCRITIQUES

Lepassaged’uncorpspurdel’étatliquideàl’étatgazeux,etréciproquement,correspond
àunchangementdephasequ’ilestpossibledeprovoquerenagissantsurlatempérature
oulapression, maisseulement dansundomainelimité. Enparticulier, audessusd’une
températureappeléetempératurecritiqueT C ,uncorpspuràl’étatgazeuxnepeutpasserà
l’étatliquide,quellequesoitlapressionqu’onluiapplique.Lapressionminimumrequise
pourliquéfierungazàsatempératurecritiqueestappeléepressioncritiqueP C .Lacourbe
délimitantlesdomainesgazeuxetliquides’arrêteaupointcritiqueC(fig.6.1).Lesphases
gazeuseetliquideontalorsmêmedensité.Audelàlecorpspurconsidérédevientunfluide
supercritique.

L’utilisationdefluidessupercritiquescommephasesmobilesenchromatographiepré
sentecertainsavantagesliésàleurspropriétésphysiquesintermédiairesentrecellesdes
liquidesetdesgaz. Enparticulierleurviscositéestde10à20foisplusfaiblequecelle
desphasesliquideshabituelles.D’autrepartlespropriétésdesolvatation(repéréesparles
coefficientsdedistributionK)sontdumêmeordrequecellesdessolvantsorganiquespeu
polaires.Ainsiledioxydedecarbonesous300barset40

◦
Cpeutilêtrecomparéaubenzène

pourlesapplicationschromatographiques.
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Suivantlechoixdelatempératureetdelapression,lecomportementd’unfluidesuper
critiqueressembletantôtàceluid’ungazdense,tantôtàceluid’unliquide(fig.6.1).

solide

liquide

domainesub-critique1
(P>PcetT<Tc)

domainesuper-critique
(P>PcetT>Tc)

domainesub-critique2
(P<PcetT>Tc)

domainecritique
(P=PcetT=Tc)pointcritique

température°C

pointtriple

gazdense

pr
es
si
on

(M
P
a)

C

30

10

5

0
T

domainepratique
d'utilisation

gaz

-78 -60 -40 -20 0

(-57°/0,52MPa)

(+31°/7,4MPa)

20 40 60 80

Figure6.1 Diagrammed’équilibredephasepression/ températuredudioxydedecarbone
Il existepourchaquecorpspurunerelationentrelestroisvariablespression P,vo-
lume V et températureT connuesous lenomd’équationd’état. Lediagramme
ci-dessusest laprojection (P/ T) pour CO2. Lepoint critiqueest situéà31

◦
Cet

7,4MPa (1MPa = 106 Pa, soit10bars). Il estpossibledepasserdel’étatliquideà
l’étatgazeuxencontournantlepointcritique,doncsansdiscontinuitédephase.

Ledioxydedecarboneàl’étatdephasesupercritiquepermetl’extraction,àl’échelledu
laboratoire,decertainséchantillons,cequipermetdeséparerdelamatricelesanalytesqui
sontpeustables.Ilaégalementbeaucoupd’applicationspossiblesdansl’industriequivont
desextractionsdeproduitsalimentaires(décaféination,récupérationd’arômesetd’épices,
éliminationdegraisses)jusqu’aupressingpourlenettoyageàsecdesvêtements.Cefluide
particulierpeutêtreéliminéàbassetempératuresanslaisserderésidutoxique,maisl’emploi
depressionsélevéesalliéesàdegrandsvolumesrendcesinstallationsd’extractionpoten
tiellementdangereuses.

6.2LESPHASESSUPERCRITIQUESCOMMEPHASEMOBILE

Ledioxydedecarboneàl’étatsupercritiqueestlecomposéleplusutiliséparcequeson
pointcritiqueapourcoordonnéesT C = 31

◦
CetP C = 7400kPa(fig.6.1).Silapression

etlatempératuresonttoutesdeuxsupérieures,onpassedansledomainedel’étatsupercri
tique,dansdesconditionsquitechniquementsontassezfacilesd’accès.Depluscecomposé
estpeutoxique,ininflammable,sansodeuretnoncorrosif.

Onutiliseégalement,quoiqueplusrarement,lemonoxydedediazote

N2O, TC = 36
◦
C, PC = 7100kPa ,

oul’ammoniac
NH3, TC = 132

◦
C, PC = 11500kPa .
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Ladensitéetparsuitelepouvoirdesolvatationdesfluidessupercritiquesvarientavecla
pressionàlaquelleilssontsoumis. Parconséquent, enfaisantungradientdepressionen
SFC,l’effetestcomparableàungradientdeconcentrationenCLHP,ouàungradientde
températureenCPG.Silechromatographeutilisépermetderéaliserundoublegradientde
températureetdepression,alliéàl’ajoutd’unmodifiant(quidéplacelescoordonnéesdu
pointcritique),ildevientpossibled’agirdemanièretrèsfinesurlesfacteursderétention
desanalytes,doncsurlessélectivités a (fig.6.2).

À16000kPaet 60
◦
C, ledioxydedecarboneaunemassevolumiquede0 ,7g / mL

(fig. 6.2), d’oùl’expressionde«gazdense», pourexprimerlefait qu’il nes’agit plus
d’ungazclassique.Sapolaritéestalorsprochedecelledutoluène.Parsuitedecettefaible
polarité,onluiajouteassezsouventunmodifiantpolaireappeléentraîneur,telleméthanol,
l’acideformiqueoul’acétonitrile.
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Figure6.2 Densitédudioxydedecarboneenfonctiondelapressionpourquatre
températuresdifférentes.

Aupointcritique,ladensitédeCO 2 estde 0,46 g/ cm3.Àdroite,variationdufacteur
derétentionkpourtroisalcaloïdes,dansdesconditionsidentiques,exceptélapression
fixéeenaval delacolonneparlerestricteur (T = 40

◦
C, modifiant5%eauet15%

méthanol;1 :codéine,2 :thébaïneet 3 :papavérine).Pluslapressionaugmente,plus
kdiminue.

6.3INSTRUMENTATIONENSFC

Lesinstallationsdechromatographieenphasesupercritique(SFCpourSupercriticalFluid
Chromatography)sontdesmontageshybridesdeCPGetdeCLHP(fig.6.3et6.7).Pour
assurerledébitdufluidesupercritiqueonutiliseunepompeàseringueouunepompeà
pistondontlecorpsdepompeestmaintenuaudessousdelatempératurecritiqueàl’aide
d’uncryostatréglévers0

◦
C. Danslecasoùunmodifiantestajouté, onutilisesoitune

secondepompe, soitunepompetandemcomportantdeuxchambres, l’unepourlefluide
supercritiqueetl’autrepourlemodifiant.Leliquidepasseensuitedansunserpentinchauffé
pouréleversatempératureaudessusdupointcritiqueafindeletransformerenfluidesu
percritique.

UnappareillagedeSFCcomporteégalementunsystèmedecontrepressionrégulateur
pourmaintenirlaphasemobileàl’étatsupercritiquedepuislapompejusqu’àl’extrémitéde



6 • Chromatographieenphasesupercritique 111

lacolonne,voirejusqu’enavaldudétecteurselonletypechoisi.Ledispositifderestriction
depressiondoitgérercorrectementlerefroidissementimportantetl’expansiondevolume
quandlaphasesupercritiqueredevientungazàlapressionatmosphérique. Ilestinstallé
enamontdudétecteurs’ils’agitd’unFID(cedétecteuràionisationdeflammefonctionne
àlapressionatmosphérique),etaprèspourundétecteurreposantsurl’absorptionUV,la
fluorescenceouladiffusiondelalumière(cf.fig.7.4).

OnutiliseunegrandevariétédecolonnesCLHP(remplies)ouCPG(capillaires).Dans
cederniercasleurlongueurvariede2à20metlediamètreinternedel’ordrede50 mm.
Lefilmdephasestationnaireauneépaisseurquiestauminimumde1 mm.Cesdeuxtypes
decolonnessontcomplémentaires.Leurchoixdépenddel’objectifvisé.Dansunecolonne
rempliedetypeCLHP, ledébit important defluiderendraplusdifficileladétectionau
moyend’unFIDoumettantenœuvreuncouplageavecunspectromètredemasse. Ilen
serademêmesionaajoutéunmodifiantaufluidesupercritique.
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Figure6.3 Schémafonctionneld’uneinstallationdeSFCpourcolonnerempliedetypeCLHP.
Ledioxydedecarbonepasseàl’étatsupercritiqueentrelapompeetl’injecteur. Un
régulateurdepression(encoreappelérestricteur)situéenaval delacolonne, avant
ouaprèsledétecteursuivantsontype,permetlemaintiendelaphasemobileàl’état
supercritiquejusqu’àl’extrémitédelacolonne.Unmodifiantajoutéenfaiblequantité
(moinsde10%)permetdegouvernerlasélectivitédesanalytes(dessinexécutéd’après
undocumentdelasociétéVydac).

6.4COMPARAISONDELASFCAVECLACLHPETLACPG

LaSFCcomplètelesautrestechniquesclassiquesdechromatographieliquideougazeuse.
Lamigrationdusolutérésulted’unmécanismedepartageentreunephasestationnaireapo
laireet unephaseéluantepeupolaire. Lephénomènederétentionest doncdifférent de
celuidelaCLHP. Lepouvoirsolvatantdelaphasemobileestdéterminéparlapression
et latempératuredelaphasesupercritique. Larésistanceautransfert demasseentrela
phasestationnaireetlaphasemobileestmoindrequ’enCLHPparcequeladiffusionest
plusrapide.LecoefficientCdel’équationdeVanDeemterétantplusfaible,lavitessede
laphasemobilepeut doncêtreplusgrandesansperteappréciabled’efficacité(fig. 6.4).
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Parailleurs, commelaviscositédelaphasemobileestprochedecelled’ungaz, onpeut
utiliserlescolonnescapillairesdelaCPG.Cependantlapertedechargedueàlacolonne,
modifielescoefficientsdedistributiondescomposésentreledébutetlafindeleurmigra
tion,cequiprovoqueunélargissementdespics.Decefaitonn’atteintpaslesefficacités
rencontréesenCPG.
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Figure6.4 ComparaisonentreCLHPetSFC.
Cesdeuxcourbesexpérimentalesontétéobte-
nuesavecunemêmecolonneetunmêmecom-
posé,l’uneenutilisantunephaseliquideclas-
siqueetl’autredudioxydedecarboneàl’état
supercritique.LesHEPTsontcomparablesmais
laséparationpeutêtreconduite3foisplusra-
pidementenSFC,d’oùungaindetemps.

6.5PLACEDELASFCENCHROMATOGRAPHIE

LesapplicationsdelaSFCsontpotentiellementnombreuses(fig.6.5et6.6).Lapossibilité
defairevarierlasélectivitéparprogrammationdesparamètresPetTaulieudemodifier
lacompositionchimiquedel’éluantmarquesadifférence.Lafaibleviscositédelaphase
mobilepermetaussidemettreensérieplusieurscolonnesdeCLHP. Onpeutétudierdes
composésdemassesmoléculairesplusélevéesqu’enCPG( > 1000),avecunerésolution
meilleurequ’enCLHP. LedomainepropredelaSFCconcernel’analysedeslipideset
matièresgrasses,desémulsifiants,desoligomèresetpolymères(fig.6.6).Lesséparations
étantrapides,latechniqueseprêteàl’installationsursite.L’utilisationdudioxydedecar
bonecommephasemobilefacilitedesmodesdedétectionplusélaborés:couplageavecun
spectromètredemasse,unspectrophotomètreinfrarougeetmêmeunspectromètredeRMN.
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Figure6.5 ComparaisondelaSFCaveccolonnesrempliesaveclaCLHP.
Ledioxydedecarbonepermetenmélangeavecméthanol etadditifsderecouvrirla
gammedepolaritédesprincipauxtypesd’analytes.
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phasemobile:COsupercritique
colonneDB5,10m,diamètre50µm,e=0,2µm
détecteuràionisationdeflamme
programmationdetempérature

2

fsignalFID

temps(min)
010 20 30 40 50 60 70

Figure6.6 Chromatogrammespectaculaired’unmélanged’oligomèresdepolysiloxanesenSFC
(reproduitavecl’autorisationdelasociétéFISONSInstruments).Chaquecomposédéfini
conduitàunpicuniquesurlechromatogramme, permettantainsidedéterminerla
répartitiondesmoléculesforméesdansuneréactiondepolymérisation

1

2

3

4

1-fourpourcolonne
2-détecteurUV
3-porteéchantillons/

injecteur
4-pomperéfrigérée

Figure6.7 UneinstallationdeSFCcommerciale.
Lefouroùestlacolonnepermetaussilepréchauffagedelaphasemobile.Lecorpsde
pompeestrefroidivers0 ◦C(reproduitavecl’autorisationdelasociétéBerger).
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Chapitre7

Chromatographied’exclusionstérique

Lachromatographied’exclusionstérique(CES)permetdeséparerlesmoléculessuivant
leurtaille. Elleutilisepourceladesphasesstationnairesquicomportentdesporesdans
lesquelslescomposésvontpouvoirdiffuser,plusoumoinssuivantleurvolume.Lavitesse
demigrationd’uncomposévadoncdépendre, pourunemêmefamilledemolécules, de
samassemoléculaire. Bienquel’efficacitédesséparationsn’atteignepascellequel’on
observehabituellement enCLHP, laCESest devenueirremplaçableaussi biendansle
domainedelaséparationdesmacromoléculesnaturellesquedansl’étudedelarépartition
enmassesdespolymèresdesynthèse.L’efficacitédesséparationsn’atteintcependantpas
celledelaCLHP:ladifférentiationdescomposésparleurtaillen’est pasleprocédé
lemieuxadaptéauxmoléculespetitesoumoyennes. Enrevanche, elles’avèretrèsutile
pourbeaucoupdeproduitsindustrielsquisontdesmélangesdesubstancesdemassestrès
différentes.L’instrumentationestcomparableàcelleutiliséeenCLHP.

7.1PRINCIPEDELACHROMATOGRAPHIED’EXCLUSION
STÉRIQUE(CES)

Lachromatographied’exclusionstérique(CES)estbaséesurladifférencedepénétration
desmoléculesdel’échantillondanslaphasestationnaire(fig.7.1).Laséparationrésultede
l’existencedeporesdanslaphasestationnaire,dontlediamètreestcomparableàceluides
espècesprésenteslorsqu’ellessontensolutiondanslaphasemobile.OndésignelaCESpar
filtrationsurgelquandlaphasestationnaireesthydrophile(phasemobileaqueuse)etpar
perméationdegelquandelleesthydrophobe(laphasemobileestunsolvantorganique).

LevolumetotalV M dephasemobiledanslacolonnepeutêtredécomposéendeuxpar
ties:levolumeinterstitielV I (extérieurauxpores)etlevolumeV p quiestceluidespores.
VI représentelevolumedephasemobilenécessairepourtransporter, d’uneextrémitéà
l’autredelacolonne, unegrossemoléculesupposéeexcluedesporesetV M = VI +V P ,
levolumecorrespondantpourunepetitemoléculepouvantrentrerdanstouslespores.Les
volumesd’élutionV e sontdonccomprisentreV I etV M .Ona:

Ve = VI +KV P (7.1)

soit
K =

Ve − VI

VM − VI
(7.2)
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K,coefficientdediffusion,représenteledegrédepénétrationd’uneespècedissoutedans
levolumeV P (0 < K < 1).Pourlaplupartdesremplissagesmodernes,V I etV P sonttous
lesdeuxdel’ordrede40%duvolumedelacolonnevide.

LorsqueV e/ VM dépasse1, lecomportement ducomposédanslacolonnenesuit plus
seulementlemécanismed’exclusionstérique, maisils’yajoutedesinteractionsphysico
chimiquesaveclesupportcommeenCLHP.

Leraisonnementcidessusestvérifiédanslapratique:lesmoléculesdontlediamètre
estplusgrandqueceluidespluslargespores(K = 0)sontexcluesdelaphasestationnaire
(d’oùvientl’expressiond’exclusionstérique).Ellestraversentlacolonnesansêtreretenues
etformentunseulpicsurlechromatogrammeàlapositionV I (fig.7.1).Parcontrelevolume
d’élutiondestrèspetitesmoléculesestV M .Chaquephasestationnaireestdoncadaptéeà
uneplagedeséparationexpriméesousformededeuxmasses,supérieureetinférieure,au
dessusetaudessousdesquellesiln’yapasd’effetdeséparationpossible.Pouraugmenter
cetteplage,quicorrespondàladifférenceentrecesdeuxvolumes,onpeutmettreboutà
bout2ou3colonnes.

volumed'exclusiontotaleV
I

volumede
perméation
totale

logM

volumed'élution0

12 3

123

domainedeperméation
sélective

2

3

4

5

0 V
I

V
P

V=V+kV
e IP

V
M

particulesdegel
dephasestationnaire

Figure7.1 Migrationautraversdugeldephasestationnaire.
Chromatogrammefigurantuneséparationdetroisespèces(1,2,3)detaillesdifférentes
ensolution. Lesmoléculeslesplusgrosses 1 arrivententête, suiviesdesmolécules
moyennes2 etenfindespetitesmolécules3.Lesvolumesd’élutionsontcomprisentre
VI et VM = VP + VI.Imaged’ungelporeuxpourillustrerlanotiondeséparationselon
latailledespores.

L’efficacitéestoptimaleaveclessolvantsdefaibleviscositéetlorsquelesséparations
sonteffectuéesàchaud.LescoefficientsdediffusionKsontindépendantsdelatempérature.

7.2PHASESSTATIONNAIRESETPHASESMOBILES

Lesphasesstationnairessontconstituéespardespolymèresréticulésorganiquesouminé
raux(silicesgrefféesdesubstituantshydroxylés), quiseprésententsousformedegrains
sphèriquesde3à10 mmdediamètreavecdesporescomprisentre4nmet200nm.Cesma
tériaux,communémentappelésgels,doiventrésisteràl’effetd’écrasementdûàlapression
entêtedecolonneetàunetempératuredeplusde100

◦
Cpourlatechnologieactuelle.
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Laréductiondudiamètredesparticules, gaged’efficacité, apoureffetdediminuerles
passagesinterstitielscequirendplusdifficilelamigrationdesgrossesmoléculesexclues.
Aussiestilpréférabledanscecasd’augmenterlatailledesparticulesetdecompenserpar
unecolonnepluslongue.Lescolonnesstandardsontunelongueurde30cm(diamètrein
ternede7,5mm).LeurefficacitéNpeutatteindre10 5 plateaux/ m.

LanaturedesphasesenprésencedépenddutypedeCES:
 pourlaperméationdegel(GPC)laphasestationnairelapluscouranteestunpolymère

styrènedivinylbenzèneet laphasemobileunsolvant organique(fig.7.2). Letétrahy
drofuranne, lebenzène, letrichlorométhaneainsiqueletrichlorobenzène(réservéaux
polymèresdesynthèsedifficilesàsolubiliser)sontutilisés.

1-C32M=450
2-C22M=310
3-C16M=226
4-C12M=170

Hydrocarburessaturéslinéaires Diestersphtaliques

ml 12

1-phtalatededioctyleM=390
2- " dibutyleM=278
3- " diéthyleM=222
4- " diméthyleM=194
5- toluèneM=92

1

2

3

4

8 106

12 345

10 ml 1612 14

Conditions:colonnePLgel5µm,poresde5nm,dimensions:7,5x300mm.
Élutionparletétrahydrofurane,débit1mL/min.

Figure7.2 Perméationdegel.
Lorsquelaphasestationnairepossèdedespetitspores,onpeutséparerdescomposés
organiquesdefaiblemassemoléculaire.Letoluène,danslechromatogrammededroite
(plastifiantsdepolymères),permetderepérerVM (reproduitavecl’autorisationdela
sociétéPolymerLaboratories).

 pour lafiltrationsurgel onutilisedesphasesstationnairespolyhydroxyléesàbase
d’alcoolspolyvinyliquespursoucopolymérisésavecdespolyglycérométhacrylates,ou
biendespolyacétatesdevinyle(fig.7.3). Cesphasesportent lenomdegelscarelles
gonflentenprésencedesphasesmobilesaqueuses. Onfaitégalementappelàdesgels
desiliceporeusedont lasurfaceest hydrophile(présencedugroupement glycéropro
pyle[ ≡Si(CH2)3–O–CH2CH(OH)CH2OH)]).Lesphénomènesd’adsorptionsontfaibles,
mêmepourlespetitesmolécules.Ellesserventpourséparerlesbiopolymères(ex.poly
saccharides)oulesmacromoléculesbiologiques(lesprotéinesparexemple),quiexigent
unephasemobileaqueuse.

Letermedefiltrationsurgelnedoitpasêtreconfonduavecleprocédécourantdefiltration
quiproduiraitplutôtl’effetinverse,àsavoirquelesplusgrossesmoléculesauraientplusde
malàtraverserlefiltrequelespetites.
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Figure7.3 Comparaisondecolonnesdefiltrationsurgeletdeperméationdegel
etcaractéristiquesdephasesstationnaires.

a) Grapheindiquantledomainedemassede2phasesenfiltrationsurgel etde3
phasesenperméationdegel;b)courbesd’étalonnagelogM = f (V) decesdifférentes
phases,obtenuesavecdesprotéinesconnuespourlescolonnedefiltrationsurgeletdes
standardsdepolystyrènepourlesautres.Unepentefaibledelapartielinéairetémoigne
d’unemeilleurerésolutionentremassesvoisines.C’estlecaslorsquelesporesontune
dimensionrégulière.LescourbeslogM = f (K) tracéesmoinsfréquemmentontmême
aspect(reproduitavecl’autorisationdessociétésTosohaasetPolymerLab.). Pourles
protéinesonajoutequelquefoisdesdénaturantsafindedétruired’éventuelsagrégats
enphaseaqueuse.

7.3TRAITEMENTDUCHROMATOGRAMME

Chaquephasestationnaireestdécritepourunsolvantdonnéparunecourbed’étalonnage
établieàpartirdemacromoléculesoudepolymèresmonodispersésdemassesMconnues
etdemêmestructurequel’échantillon:polystyrènes,polyoxyéthylènes,pullulanesoupo
lyéthylèneglycols...(fig.7.3ettableau7.1).LescourbesreprésentantlogMenfonctiondu
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volumed’élutionontunealluresigmoïdale, maisenfaisantdesmélangesdephasessta
tionnairesdeporositésdifférentes, onobtient descolonnesmixtesdonnant uneréponse
pratiquementlinéairesurunelargeplagedemasses.Cescourbesrestentnéanmoinsassez
indicativesdanslamesureoùtaillesetmassesnesontpasdesparamètresétroitementliés
lorsqu’onpassed’unpolymèreàunautre.

Tableau7.1Domainedeperméation(Da)detroishydrogelsenfonctiondesstandardschoisis.

Étalon G2000pores12,5nm G3000pores25nm G4000pores45nm

Protéineglobulaire 5000-100000 10000-500000 20000-7000000

Dextrane 1000-30000 2000-70000 4000-500000

Polyéthylèneglycol 500-15000 1000-35000 2000-250000

7.4INSTRUMENTATION

LematérielestcomparableàceluiquiestemployéenCLHPsicen’estquelescolonnes
ontdesvolumesplusimportants.Pouraméliorerlarésolutionilestassezcourantdemettre
ensériedeuxoutroiscolonnesauxporositéscomplémentaires.

Ledétecteurleplusemployéest leréfractomètredifférentiel. Pourlespolymères, la
variationd’indicederéfractionétantgénéralementindépendantedelamassemoléculaire,
cedétecteurest considérécommeuniversel. D’autresdétecteurssont parfoisajoutésau
réfractomètre. Ilssontbaséssurl’absorptionlumineuse(détecteurUV)ladiffusiondela
lumière(fig. 7.4)etlaviscosimétrie. Ilsdonnentdesindicationscomplémentairessurles
composésséparés.

G4000G4000
colonne

diazote

photodiodesourcelaser

nébuliseur

40/
250°C

é
va
po
ra
te
u r

Figure7.4 Détecteuràdiffusiondelalumière.
Laphasemobileensortiedecolonneesttransfor-
mée, sousl’effetd’uncourantdediazote, enun
brouillardparundispositifd’atomisationdegéo-
métrieadaptée. Lorsqu’uncomposéest élué, les
gouttelettes,ens’évaporant,abandonnentensus-
pensiondefinesparticules.Éclairéesparunesource
laserellesdiffusentlalumièrepareffetTyndall (ce
qui sepasseestcomparableàladiffusiondelalu-
mièrequel’onobserveaveclespharesd’unevoi-
turepartempsdebrouillard).Lesignal émisparla
photodiodeestenrapportaveclaconcentrationdu
composéainsiéclairé.Lesfacteursderéponsessont
trèsvoisinsquel quesoitlecomposé.Cedétecteur
n’estévidemmentpasutilisablepourlescomposés
volatilsàlatempératuredelazonechauffée.
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7.5DOMAINESD’APPLICATION

Commeilestpossibledeséparerdesmassesnominalesallantde200àplusde10 7 Da,
lesprincipalesapplicationssetrouventdansledomainedel’analysedespolymères,qu’ils
soientd’originenaturelleoudesynthèse. L’absenced’interactionchimiqueaveclaphase
stationnaire,associéeàuneélutionrapideetlarécupérationtotaledesanalytes,constituent
autantd’avantages.Lamiseaupointdesanalysesestrapide,sachantaussiqu’onn’utilise
pasdegradientd’élutionpuisqu’iln’yapasd’interactionsoluté/phasemobile.

Lechoixdelaphasestationnaireadaptéeàlaséparationenvisagéesefaitàpartirdes
courbesd’étalonnagedesdifférentescolonnesdisponibles.Onretientcelledontlacourbe
enmassesprésenteunepartielinéairedefaiblepenterecouvranttoutel’étenduedesmasses
présentesdansl’échantillon(fig.7.5).Ilfautquel’étalonnagesoitréaliséavecdesstandards
demêmetype,lesmacromoléculespouvantadopterdesformesvariéesallantdelapeloteà
l’aspectfiliforme.Ainsiletableau7.1montrequelesdomainesdeséparationdes3gelsde
lafigure7.3sontdifférentssuivantlesstandardsutilisés.

massesétalons

1-8500000
2-1030000
3- 156000
4- 28500
5- 3250

6-3040000
7- 330000
8- 66000
9- 9200
10- 580

lo
g
M
(D
a
)

2colonnesPLgel-MIXED-B10µm
de300x7,5mmboutàbout
éluant:tétrahydrofurane

débit1mL/min
Injection25µLàlaconc.de0,1%
détectionUV

1

2
3 4

5

6

7 8 9

10

18912 15

1891215
min(oumL)

min(oumL)

7

5
6

4
3
2

Figure7.5 Courbed’étalonnaged’aspectlinéaired’unecolonnedeperméationdegel.
Enutilisant,commelemontrelafigure,deuxmélangescomplémentairesd’étalonsde
polystyrèneondisposed’unnombresuffisantdemassespourétalonnerlacolonne.La
droiteobtenue,qui recouvreunlargedomainedemasses(conséquenced’unephase
stationnaire«panachée»), permet,dansunsecondtempsdedéterminerlamasse
moléculaired’unpolystyrèneinconnu.Enbas,àdroite,ledessinsymboliseunemacro-
moléculerepliéesurelle-mêmepareffetdusolvant.Ondésignecevolumeparvolume
hydrodynamiquedelamacromolécule.
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7.5.1Distributiondesmassesmoléculairesd’unpolymère

Unpolymère,mêmechimiquementpur,correspondtoujoursàunmélangederépartitionde
macromoléculesdemassesdifférentes.C’estuneapplicationclassiquedelachromatogra
phied’exclusionquededéterminerpourcetyped’échantillonsladistributionmoléculaire,
decaractériserlamasselaplusprobableetlamassemoyenne.Ilfautquel’étalonnagedela
colonnepuisl’analyseproprementditesoientréaliséesaveclemêmedébitdephasemobile.

7.5.2Analysesdiverses

Latechniqueestutilepouranalyserleséchantillonsdecompositioninconnue,susceptibles
deconteniràlafoisdespolymèresetdespetitesmolécules,cequiestlecasdenombreux
produitscommerciauxouindustriels,telslesproduitsdebiodégradationdespolymères.

PourlescomposésorganiquescourantsquipeuventêtreanalysésparCLHPouCPGil
yamoinsd’applications,saufpourlessucresetpolysaccharides(fig.7.6)telsl’amidon,la
pâteàpapier,lesboissonsetcertainsproduitspharmaceutiques.

Séparationd'unsiropdemaïs

colonneHPX-42A
éluant:eau
Temp.85°C
Détection:indicederéfraction

1:glucose M=180
2à11:(glucose-18)n
avec comprisentre2et1n 1
M=180x -18( -1)nn

4 8 12mL 105 15 20 mL

Séparationd'unmélangedepeptides

colonneSuperdex(dextranes)
éluant:eau
DétectionUV(214nm)

1-cytochromeC M=12500
2-aprotinine 6500
3-gastrineI 2126
4-substanceP 1348
5-(gly)6 360
6-(gly)3 189
7-glycine 75

vi v
M

1

2
3

4

5
6

7
8

11-9

1

2

3

4

5

6
7

Figure7.6 Chromatogrammesdefiltrationsurgel.

Àgauche,séparationd’unmélanged’oligomèresduglucoseallantdupremierterme
(leglucose,M = 180),jusqu’àunevingtained’unités(M environ3000)(reproduitavec
l’autorisationdePolymerLab.).Àdroite,séparationd’unmélangedediversesprotéines
etoligomèresdelaglycine(reproduitavecl’autorisationdePharmacia-Biotech).

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.alltech.com www.shimadzu.com www.jascoinc.com
www.richardscientific.com www.polymerlabs.com www.dionex.com
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice7.1
Onchromatographieunesolutiondansletétrahydrofuranne(THF)d’unmélangedepo
lystyrènesdemassesmoléculairesconnuessurunecolonne(DI = 7,5mm , L = 300mm)
dontledomainedeperméations’étendde400à30000daltons. Laphaseéluanteestdu
THF.Sondébitestde1mL / min.LadétectionUVesteffectuéeà254nm.
Àpartirduchromatogrammeobtenureproduitciaprès:

4 5 6 7 8 9min

34500

9200
3250 580 162

a) Calculerlevolumed’exclusiontotale(volumeinterstitiel)etlevolumedesporesdela
colonneutilisée.
b)CalculerlecoefficientdediffusionKpourlecomposédemasse3250Da.
OnobservequelquefoisenCESdesvaleursdeKsupérieuresà1.Interprétercephénomène

Exercice7.2
Onveutséparerparchromatographiedeperméationdegel, unmélangede4étalonsde
polystyrènedontlesmassesmoléculairessontde9200 , 76000 , 1,1 × 106 et3 × 106

daltons.Ondisposede3colonnesdontlesdomainesdeperméationsontlessuivants:

A:70000à4 × 105 Da; B:10 5 à1 ,2 × 106 Da; C:10 6 à4 × 106 Da

Comment peutonséparerces4polymèresenuneseuleopération, sachant qu’onpeut
mettreboutàboutdeuxcolonnes?

Exercice7.3
Enchromatographied’exclusionstérique,aprèsinjectiondepolystyrènesétalons,ontrouve
unerelationentremassemolaireettempsderétentiondelaformesuivante:

logM = 5,865+1 ,411t R − 0,333t 2
R +0 ,016t 3

R (1)

oùMestlamassemolaireenDaltonett R letempsderétentionenmin.
a)Calculer,àpartirdecetterelation,lamassemolaired’unsolutéquiélueraitavecuntemps
derétentionégalà7,48mindansl’hypothèseoùcepolymèreestmonomasse.

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



122 Partie1• Méthodesséparatives

b)Enréalité,lepolymèremonomassen’existepratiquementpas(exceptépourlesétalons).

OndéfinitunemassemolairemoyenneM N = i Ni Mi

i Ni
(2)etunemassemolairemoyenne

pondéréeM W = i Ni M2
i

i Ni Mi
(3)oùM i est lamassemolaired’unpolymèreéluant dans

l’intervalledetempscorrespondantàunpicchromatographiqueetN i lenombredemoles
decepolymère. Unlogicieldecalcultranchelepicchromatographique, déterminepour
chaquetranchelamassemolaireassociéeetl’aireA i .Ensupposantlecoefficientderéponse
kdudétecteurconstantaucoursdupicchromatographique,etenutilisantlarelationdebase
mi = Ni ·Mi = k ·Ai ,transformerlesrelations(2)et(3)enutilisantuniquement Ai etsi
besoinM i .

c)Unrapportchromatographiqueadonnélesrésultatssuivants:

TR 6,95 7,05 7,15 7,25 7,35 7,45 7,55 7,65 7,75 7,85 7,95 8,05

Ai 0 0 1,77 8,53 17,74 40,36 19,44 9,32 2,03 0 0 0

M i

Complétercetableauenutilisantlarelation(1)etcalculerlesmassesmolairesM N etM W

enutilisantlesrelations(2)et(3).



Chapitre8

Électrophorèsecapillaire
etélectrochromatographie

L’électrophorèsecapillaireestuneméthodeséparatived’analysequis’estdéveloppéegrâce
auxacquisdelachromatographieliquidehauteperformanceetdesprocédésplusanciens
d’électrophorèse.Ellepermetdesépareraussibienlesbiomoléculesquelescomposésde
faiblemassemoléculairedifficilesàétudierparlesprocédésclassiquesd’électromigration
sursupport. Cetteméthodeencoreappeléeélectrophorèsecapillairehauteperformance
(ECHP)afaitsortirl’électrophorèsetraditionnelledeslaboratoiresdebiochimie.Incluse
danslespharmacopées, elleseprêteàl’analysequantitative. Dansunprochedomaine
l’électrochromatographiecapillairesedévelopperapidement. Ellecorrespondàunemé
thodehybridequirassemblecertainsavantagespropresàlaCLHPetàl’ECHP.Elleest
caractériséepardesvaleurstrèsgrandesdel’efficacité.

8.1DEL’ÉLECTROPHORÈSEDEZONEÀL’ÉLECTROPHORÈSE
CAPILLAIRE

L’électrophorèsecapillairecorrespondàuneadaptationdelaméthodegénéraled’électro
phorèse.Cettetechniqueséparativereposesurlamigrationdansunchampélectriqueetau
contactd’unsupportapproprié,desespècesprésentesdansl’échantillonensolution,por
teusesounond’unechargeélectriqueglobale.

Danslatechniqued’électrophorèsesemimanuelleclassique, largementutiliséedansle
domainedelabioanalytique,onutiliseunebandelettedematièreplastiquerecouverted’une
substanceporeuseimprégnéed’unélectrolyte.Sesextrémitésplongentdansdeuxréservoirs
indépendantscontenantégalementcetélectrolyteetreliésauxélectrodesd’ungénérateurde
tensioncontinue(fig. 8.1). L’échantillonestdéposésousformed’unpetittraittransversal
surlabandelette,éventuellementrefroidieetemprisonnéeentredeuxplaquesisolantes.Les
espèceshydratéesprésentesmigrentenuntempstrèsvariable,allantdequelquessecondes
àplusd’uneheure,versl’uneoul’autredesextrémitésdelabandelette.Chaquecomposése
différentieparsamobilité,maisl’absenced’unfrontdesolvantmesurableobligeàrepérer
ladistancedemigrationparrapportàcelled’unesubstanceàusagedemarqueurinterne.
Ladétectiondesespèces,aprèsmigration,s’effectuegénéralementenlestransférantparun
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procédéparcontactsurunemembrane,oùellessontrévéléesaumoyendeselsargentiques
ouaveclebleudeCoomassie ® oud’autresréactifsparticuliers(fig.8.1).Onpeutégalement
utiliserdesmarqueurscontenantdesisotopesradioactifsàusagedetraceurs( 32Pou 3H).Le
tracéobtenuestexploitédelamêmemanièrequ’enCCM.

ddp300-600V

couvercle

bandelette

support

électrolytetampon

diaphragme

-+

Figure8.1 Electrophorèsedezone:principed’uneinstallation.
Chaquecompartimentestséparéparundiaphragmeafind’éviterlacontamination
del’électrolyteparlesproduitssecondairesqui seformentaucontactdesélectrodes.
Selonlescas,onopèresoitàintensité,soitàtension,soitàpuissanceconstante.Aspect
caractéristiqued’uneanalyseaprèsrévélation.Pourmettreenévidencelesprotéinesou
lesacidesaminésonutilisesouventlaninhydrine.Ceréactifsetransformeaucontact
del’acideaminéqu’il dégradeavecapparitiond’uncomposéinstablequiréagitàson
toursurunesecondemoléculedeninhydrinepourdonnerle«violetdeRuhemann»
voiràceproposlafigure4.11.

Enélectrophorèsecapillaire,lesupportplandelatechniqueclassiqueestremplacépar
untubecapillaireouvert àsesextrémités, enverredesilicedetrèsfaiblediamètre(15
à150 mm). Cecapillaire, d’unelongueur Lvariant entre20et 80cm, est rempli d’un
électrolytetampon(fig.8.2).Ladifférencedepotentielappliquéepeutatteindre600V / cm,
maisl’intensiténedoitpasdépasserunecentainedemicroampères,afinquelapuissance
dissipéeresteinférieureà3W.Pourlimiterl’échauffementducapillaireilestpréférablede
leplacerdansuneenceintethermostatée,sachantégalementquelatempératureinfluesur
lestempsdemigration.

Undétecteurestplacéàladistance del’extrémitéamontducapillaireprèsducompar
timentcathodique.Lesignalobtenuestàlabasedel’obtentiondel’électrophorégramme
(fig.8.2)quidonnedesrenseignementssurlacompositiondel’échantillon.Nesontdétec
téesquelesespècesquisedirigentverslacathode.
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électrolyte

détecteur

longueurutile

longueurtotaleL -+

électrophorégramme

2 64105 3

2

6

41

5

3

3
5
m
u
A

tempsdemigration(min)

U
de

m
A
bs
.

mV

S

séparationdecations
tension20kV(5µA)
capillaire75µmx60cm
électrolyte«Ionselect»
conc.1ppmpourchaqueion
détectionUV214nm

1NH
2K+
3Ca++
4Na+
5Mg++
6Li+

4
+

Figure8.2 Uneinstallationd’électrophorèsecapillaire.
L’électrolyteestunesolutionaqueuseionique,filtrée,dégazéecontenantdiversaddi-
tifs. L’échantillonestintroduitdanslapartieamontducapillaire(cf.8.3).Au-delàde
5 − 600V / cm (ddptotale 30kV si L = 50cm )uneisolationparticulièredevientnéces-
sairepouréviterarcsetfuitesdecourantenatmosphèrehumide.Ladistanceeffective
demigration estpluscourted’unedizainedecentimètresquelalongueurtotale L
ducapillaire. Enbas: unélectrophorégrammetypiqued’uneséparationdequelques
cations(ordonnéesenunitésdemilliabsorbance).L’électrolyteestunmélangecommer-
cial.Lanon-symétriedespicsestdueàcequelescationsdel’échantillonvontplusvite
quelesionsdel’électrolyte.Ilsseraientsymétriquessicesvitessesétaientpratiquement
identiques(reproduitavecl’autorisationdelasociétéWaters).

8.2MOBILITÉÉLECTROPHORÉTIQUE
ETFLUXÉLECTRO-OSMOTIQUE

Lesparticulesensuspensiondansunliquide,demêmequelesmoléculessolvatées,peuvent
porterunechargeélectriquerésultantedontlagrandeuretlesignedépendentàlafoisde
leurtaille,deleurnatureetdecelledel’électrolyte,enparticulierdesonpH(fig.8.3).Cette
chargeprovientdelafixation,àleursurface,d’ionscontenusdansl’électrolytetampon.

Sousl’effetdediversphénomènesouactionsagissantsimultanément,température,vis
cosité,différencedepotentiel,cesparticulesvontavoirdesvitessesdemigrationd’autant
plusgrandesqu’ellesserontpluspetitesetporteusesdechargesplusimportantes.

Pourchaqueionlavitesselimitedemigration vEP résultedel’équilibreentrelaforce
électriqueFquis’exercedanslechampEsurlaparticuledechargeq, etlesforcesde
frottementquidécoulentdelaviscosité h dumilieu.Laséparationdépendainsidurapport
volume/ chargedel’ionhydraté.Lesespècesneutresseséparentmalentreelles,àmoins

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



126 Partie1• Méthodesséparatives

d’ajouteràl’électrolyteunagentioniquepouvants’associeravecellesetprovoquerleur
entraînementdifférentiel.

Hückelaproposéuneéquationrendantcomptedel’influencedecesfacteurssurlavitesse
électrophorétique vEP d’unionassimiléàunesphèrederayonr.

cathodeanode

-

-

-

- -

-

-

-

+

+

+

+ +

+

+
+
+

v =Eq
EP

1
6 r

équationdeHückel
+ -

Figure8.3 ÉquationdeHückel.
Influencedelachargenette, duchampélectrique, duvolumedel’ionetdelavis-
cositédelasolutionsurlavitessedemigrationdansunélectrolyteaniméd’unflux
électro-osmotique(cf.8.2.2). Laséparationdépendapproximativementdurapport
masse/ chargedechaqueespèce.Lesanionsdepetitetaillearriventenderniercarce
sontlesionsquiprogresseraientleplusviteversl’anode,s’iln’yavaitpaslefluxélectro-
osmotiquequilesdrainent,bienmalgréeux,dansl’autresens.

Lesespècesprésentesdansl’échantillonsontsoumisesàdeuxeffetsprincipauxquise
manifestentpourlesionscommepourlesmoléculesoulesmicelles. Ils’agitd’unepart
deleurmobilitéélectrophorétiquepropreet d’autrepart dufluxouécoulement électro
osmotique,

8.2.1Mobilitéélectrophorétique—électromigration

Toutcomposéporteurd’unechargeélectriquesedéplacedansl’électrolyteàunevitesse vEP

quidépenddesconditionsdel’expérienceetdesamobilitéélectrophorétiquepropre mEP.Ce
paramètreaccessible(cf.8.2.3)estdéfiniàpartirdelavitessedemigrationélectrophorétique
ducomposéetduchampélectriqueE(expression8.1):

mEP = vEP/ E = vEP L/ V (8.1)

LdésignelalongueurtotaleducapillaireetVladdpappliquéeàsesextrémités.Onaffecte
àlamobilitéélectrophorétiqueunsigne(+ou −)selonlanaturecationiqueouanionique
del’espèce; mEP (cm2 ·V

−1 ·s
−1)estnullepouruneespèceglobalementneutre.

Onpeutobtenir mEP àpartird’unélectrophorégramme,encalculant vEP ducomposédans
unchampEconnuentenantcomptedelavitessedel’électrolyte(cf.8.2.2).

8.2.2Mobilitéélectro-osmotique—électro-osmose(EOS)

Lesecondfacteurquicontrôlelamigrationdessolutésestl’écoulementdel’électrolyte—
encoreappeléfluxélectroosmotiquecaractériséparsamobilitéélectroosmotique, mEOS.
Ondéfinit mEOS parlarelation8.2(leslettresayantlamêmesignificationquepourlafor
mule8.1).

mEOS = vEOS/ E = vEOS L/ V (8.2)
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Pourcalculer mEOS ondoitdéterminer vEOS.Cellecicorrespondàlavitessed’écoule
mentdansl’électrolytedesespècessanschargeglobale.Onyaccèdeàpartirdutempsde
migrationt mn quemetunmarqueurneutreàusagedetraceurpourparcourirladistanceef
fective ducapillaire, vEOS =/ tmn.Onchoisitcommemarqueurunemoléculeorganique,
nonpolaireaupHdel’électrolyteutilisé, etfacilementdétectableparabsorptiondansle
procheUV(ex.acétone,oxydedemésityleoualcoolbenzylique).

Lefluxélectroosmotique,quirègleledéplacementdetouteslesespècesprésentesdans
l’échantillonaplusieurscausesqui gravitent autourdel’effet delaparoi interneduca
pillaire. Eneffetuncapillairedeverredesilicen’ayantpassubidetraitementparticulier
comporteensurfacedenombreuxgroupementssilanols(Si–OH)quisontionisésensila
noates(Si–O

−
)silepHdel’électrolyteestsupérieurà3.Cessitesanioniquesfixesattirent

descationsprésentsdanslasolutionetlesordonnentendeuxcouchesdontl’uneestcollée
àlaparoietl’autrequelquepeumobile(fig.8.4).Entrecesdeuxcouchesnaîtunedifférence
depotentiel(le«potentielZéta»),dontlavaleurdépenddelaconcentrationdel’électro
lyteetdupH.Plusaucœurdelasolution,lechampélectriqueprovoquelamigrationdes
cationsverslacathode.Cesionsétantsolvatéspardesmoléculesd’eau,ilapparaîtunflux
d’électrolytequisedirigedanslemêmesens. Lesanionssontentraînés:ilsprogressent
«contreélectroosmotiquement».

Enrèglegénérale,unesurfacenégativeprovoqueunfluxélectroosmotiquedirigéversla
cathode.Enrevanchesionajouteunsurfactant,teluntétraalkylammonium,pourinverser
lapolaritédelaparoi,lefluxélectroosmotiquesedirigeversl’anode(fig.8.5).
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Figure8.4 Apparitiond’unfluxélectro-osmotiquedansuncapillairerempliparunélectrolyte.
Silaparoin’apassubidetraitement(paroipolyanioniquenégativedeverreoudesilice)
ilapparaîtuneffetdepompagequiaspireleliquideducompartimentanodiqueversle
compartimentcathodique:c’estlefluxélectro-osmotique.Sonoriginefaitintervenirle
potentielexistantàlasurfacedelaparoi.Sionannulecepotentielenrecouvrantlaparoi
d’unfilmapolaire(filmpolyhydroxyvinyliquehydrophileouoctadécyle,parexemple),
cefluxn’existeplus. Lefluxélectro-osmotiqueestproportionnel àl’épaisseurdela
doublecouchecationiquequi elle-mêmediminuesi laconcentrationdel’électrolyte
tamponaugmente.Il estaussi biensûrtrèsdépendantdupH. EntrepH7et8, vEOS
peutaugmenterde35%.
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Entraitant laparoi avecunalkylsilanepourlarendrehydrophobe, lesprotéinesde
viennentséparables,alorsqu’ellesonttendanceàresteraccrochéesàlaparoilorsquecelleci
n’estpastraitée.Àlalimite,onpeutnerécupérerqu’uneseulecatégoried’ions,enfonction
deladirectionduchampappliqué.
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+
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Figure8.5 Effetd’unsurfactantcationiquesurlaparoidesilice.
Lesmigrationsdevantsefaireversl’extrémitéoùsetrouveledétecteur,ondoitinverser
lespôlesdel’appareil.Lesespècesanioniquesprogressentnaturellementdanslemême
sensquelefluxd’électrolyte,doncversledétecteur.

8.2.3Mobilitéapparente

Enfonctiondecequiprécède,chaqueionadoncunevitesseapparentedemigration vapp

quidépenddelavitesseélectrophorétiqueetdelavitessedufluxélectroosmotique(rela
tion8.3):

vapp = vEP + vEOS (8.3)
vapp estaisémentcalculableàpartirdel’électrophorégrammeàpartirde ,longueurutile
ducapillaireentrelespointsd’injectionetdedétectionetdet m ,sontempsdemigration.

vapp estdonnéeparlarelation:
vapp =/ tm

Lamobilitéélectrophorétiqueapparente mapp,définieparunerelationanalogueà8.1ou
8.2,esttelleque:

mapp =
vapp

E
= vapp

L
V

parconséquentona: mapp =
·L

tm ·V
(8.4)

Encombinant lefluxélectroosmotiquedel’électrolyteet lamobilitéapparenteil est
doncpossibledecalculer lamobilitéélectrophorétiquevraiedesespècesporteusesde
charges.Àpartirde8.3,onécrira:

mEP = mapp − mEOS (8.5)

soit:

mEP = L · / V
1
tm

− 1
tmn

(8.6)
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LaséparationdesespècesanioniquesesttrèscouranteenECHP. Généralementonin
verselespôlesdel’alimentation,ledétecteurétantalorsducôtéanodique.Lefluxélectro
osmotiqueestainsiinversé.Seulsserontdétectéslesanionsdontles mEP serontsupérieures
à mEOS (fig.8.6).

minutes

anions:

1bromure
2chlorure
3ferrocyanure
4nitrite
5nitrate
6sulfate
7azoture
8oxalate
9molybdate
10tungstate
12fluorure
13tartrate
16phosphate
17citraconate
19carbonate
20acetate
24propionate
26crotonate
28butyrate
31valerate
33caproate
37gluconate

Figure8.6 Unélectrophorégramme.
Séparationd’unmélangecomplexed’anions.Lanonsymétriedespicssouventobser-
vée(voiraussifigure8.2)provientdesvariationsduchampélectriquetoutaulongdu
capillaireparsuitedecompositionsioniquesvariables.Seulslesanionslespluscourants
sontindiqués(reproduitavecl’autorisationdelasociétéATIUnicam).

8.3INSTRUMENTATION

8.3.1Modesd’injection

Pourintroduireunmicrovolumed’échantillon,quinedoitpasdépasser1%delalongueur
utileducapillairesouspeinedevoirlarésolutiondiminuer,deuxprocédéssontutilisés:
 l’injectionhydrostatique.Elleconsisteàplongerl’extrémitéducapillairedansl’échan

tillonensolution(égalementunélectrolyte)etàprovoqueruneaspirationàl’autreextré
mité.Onpeutaméliorerleprocédéenexerçantunepressurisationd’environ50mbarsur
lasolutionéchantillon.

 l’injectionparélectromigration.Elleestutilisableenélectrophorèsesurgel,etconsiste
àimmergerpendantuncertaintempsl’extrémitéducapillairedansl’échantillonportéà
unpotentiel(50mV / cm)dontonchoisitlapolaritéparrapportàl’autreextrémité.Par
oppositionavecleprocédéprécédent, cemoded’injectionprovoqueuneactiondiscri
minantesurlescomposésprésents,quiconduitàfairel’analysesurunefractiondontla
compositionestdifférentedecelledel’échantillondedépart.Cetteméthodeestoptimisée
pourchaquemélange.
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Laméthodedel’injectionhydrostatiquerendl’opérationmoinsprécisequ’enCLHP.Il
n’existepasdebouclesd’injectionpourdesvolumesquisonticicomprisentre5et50nL.
Laquantitérentrant danslecapillairedépenddebeaucoupdeparamètresdont ceuxqui
figurentdanslaformuledePoiseuillerelativeaudébitdansuntuyaud’unliquideayantune
viscositédynamique h.L’applicationdecetteformuledonneraitunevaleurapproximative
decequ’onpourraitappelerle«débitentrant»danslecapillaire.

D = DP
pr4

8hL

Sonintérêt est plutôt demontrerquesi lerayonrducapillaireest doublélevolume
entrantsera16foisplusgrand,ouencorequecevolumeestproportionnelàladifférencede
pression DPetqu’uneaugmentationdelalongueurLducapillaireproduitl’effetinverse.En
conclusionpouraméliorerlesperformancesquantitativesenECHP,ilfaututiliserunétalon
interne. Onutiliserasoitunesolutiondedilutioncontenantl’étaloninternepourpréparer
touteslessolutionssoitonajouteraunvolumeprécisd’unesolutiondel’étalonàcesmêmes
solutions.

8.3.2Modesdedétection
 DétectionUV/VIS(cf.chapitre9).Onmesurel’intensitédelalumièrepassantàtraversle

capillairedontunepetitezonederevêtementopaqueaétééliminée.Lecapillairecoupe
letrajetoptiqueallantdelasourceauphotomultiplicateur(fig.8.7).Onéviteainsitout
volumemort.Letrèsfaibleparcoursoptiquedanslecapillairerendpeusensiblecemode
dedétectionsi lasolutionabsorbepeu, d’autant quesouvent lesmatricessont elles
mêmesabsorbantes.

+

détecteur

Source

détecteur

sucre-CHO

sucre-CH=N

HO
HOSOH

3 SOH
3

SOH
3

SOH
3

NH
2

Figure8.7 DétectionUVetdérivationpost-séparation.
a)Lacelluledemesureestconstituéeparlecapillairelui-même;b)lapost-dérivation
peutêtreréaliséeencoupantlecapillaireunpeuenamontdudétecteuretenintro-
duisantleréactif.Exemplederéactiondedérivationpourtransformerunsucreenun
dérivéfluorescent.

DétectionUV/Visenmodeinverse. Lesionsinorganiquesqui absorbent trèspeula
lumièrepeuventnéanmoinsêtredétectésparmesured’absorbance:onchoisitunélectro
lyterendutrèsabsorbantparajoutd’unchromateoud’unphtalate. Danscesconditions,
lorsqu’uniondel’échantillonarriveauniveaududétecteur, l’absorbancediminue, cequi
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conduitàdespics«ennégatif»(fig.8.8).Cettevariationd’absorbanceestreliéelinéaire
mentàlaconcentrationdel’iondétecté.

 Détectionparfluorescence.Ceprocédéestplussensiblesionemploieunesourcelaser
trèsintense. Pourétendrelechampd’applicationdecetteformededétectiononpeut
faireunepréoupostdérivationdesanalytespourlesrendreporteursd’unfluorophore
(fig.8.7).

 Détectionélectrochimique.Réalisableeninsérantdeminusculesélectrodesdanslecapil
laire.

 Détectionparspectrométriedemasse.Letrèsfaibledébitducapillaireseprêtebienaux
méthodesd’ionisationàpressionatmosphérique(cf.chapitre15),cequipermetl’étude
descomposésbiologiques(fig.15.7).Procédésurtoututiliséenanalysepharmaceutique.

a
bs
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a
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détectionnormale

détectioninverse

capillaire

capillaire

-0,01

-0,005

0,00
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0,01
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Figure8.8 Séparationdesprincipauxacidesorganiquesdansunvinblancpardétectioninverse.
Lesdeuxacidesmaliqueetlactiquetémoignentdelafermentationclassiquemalo-
lactique(selonunenoted’applicationdelasociétéTSP).

8.4TECHNIQUESÉLECTROPHORÉTIQUES

8.4.1Électrophorèsecapillairedezone(CZE)

C’estleprocédéd’électrophorèselepluscourant.Lecapillaireestparcouruparl’électrolyte
constituésoitparunmilieutamponqui,selonl’application,estacide(phosphateoucitrate)
oubasique(borate),soitparunampholyte(moléculepossédantunefonctionacideetune
fonctionbasique). LefluxélectroosmotiquecroîtaveclepHdelaphaseliquide. Ilpeut
êtrerendunul.Ceprocédéestencoreappeléélectrophorèseensolutionlibreparopposition
àlaCGE(§8.4.3).

8.4.2Électrophorèsecapillaireélectrocinétiquemicellaire(MEKC)

Danscettevarianteauprocédédebasedécritprécédemment,onajoutedanslaphasemobile
uncomposécationiqueouanionique,telledodécylsulfatedesodium,pourformerdesmi
cellesdontlecaractèreioniquelesrendporteusesdecharges.Cesmicrogouttelettes,quine
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sontpasmisciblesàlasolution,emprisonnentlescomposésneutres,plusoumoinseffica
cement,paraffinitédutypehydrophile / hydrophobe(fig.8.9).Cetyped’électrophorèseest
doncutilepourlescomposésquionttendanceàmigrersansséparation.Enajoutantdescy
clodextrinesmodifiéesonpeutdéterminerlapuretéoptiquedescomposés.Ilseformealors
descomplexesd’inclusiondestabilitédifférenteaveclescouplesd’énantiomères(cf.3.6et
fig.8.9).

cathode

R=23

5 10 tempsderétention(min)
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H

H H
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Figure8.9 Séparationdecomposésneutresparusagedesurfactants(techniqueMEKC).
Lapartielipophiledusurfactant, ici unalkylsulfonate, sefixeplusoumoinsfacile-
mentsurcertainesespècesdusubstratS. Lesmicellesinsolublesainsi formées,bien
quechargéesnégativement,sontensuiteentraînéesverslacathodeparlefluxélectro-
osmotique(adaptéd’undocumentHewlett-Packard).Électrophorégrammed’unéchan-
tillond’amphétamineracémiqueenprésencedecyclodextrine.L’électrolyteNaH2PO4
25mMol (pH2,5)contient5%degamma-cyclodextrinepolysulfatée.ÀcepHleflux
électroosmotiqueestnégligeable.Lesionshydrogénosulfatedescyclodextrinessedi-
rigentversl’anodeentraînantlesmoléculesd’amphétaminesretenuesdansleurcavité
hydrophobe.Lesdeuxénantiomèresenquantitéégaleformentdeuxcomplexesdiasté-
réomériquesquimigrentàdesvitessesdifférentes.L’anodeesticiraccordéecôtédétec-
teur.Reproduitavecl’autorisationdelasociétéBeckmanCoulterInc.(USA).

8.4.3Électrophorèsecapillairesurgel(CGE)

C’estlatranspositiondel’électrophorèsesurgeldepolyacrylamide(PAGE)oud’agarose.
Lecapillaireestrempliavecunélectrolytecontenantungel. Celuiciproduituneffetde
filtrationquiralentitlesgrossesmoléculesetquiminimiselesphénomènesdeconvectionou
dediffusion.Lesoligonucléotides,peufragiles,peuventêtreainsiséparés.Lefluxélectro
osmotiquerestefaible.
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Dansl’électrophorèsesur plaque, lesupport sur lequel seproduit lamigrationpeut
contenirungel(amidonoumieuxpolyacrylamide)imprégnédel’électrolyte.Sicedernier
contientdud odécylsulfatedesodium(SDS), ondésignecetteformed’électrophorèsesur
gelparsonsigleanglaisSDSPAGE.Laséparationsetrouveamélioréeparunphénomène
defiltrationquisesuperposeauxforcesélectriques. Cestechniquessontsurtoututilisées
pourlestroisgrandescatégoriesdebiomolécules:lespolypeptides(protéines),lesoligo
nucléotides(fragmentsd’ADNoud’ARN)et lesmonoet polysaccharides(hydratesde
carbone).

8.4.4Électrophorèseàfocalisationisoélectrique(CIEF)

Cettetechniqueégalementconnueenélectrophorèsesursupport,consisteàcréerungra
dientdepHlinéairedansuncapillaireàparoitraitéecontenantunampholyte.Lecapillaire
plongedansH 3PO4 àl’anodeetdansNaOHàlacathode. Chaquecomposémigreetse
focaliseaupHquiamêmevaleurquesonpotentielisoélectrique(aupI,sachargenetteest
nulle).Ensuite, sousl’effetd’unepressionhydrostatiqueetenmaintenantlechampélec
trique,ondéplacelesespècesséparéesversledétecteur.Lesrésolutionsélevéesobtenues
avecceprocédé,permettentnotammentdeséparerdespeptidesdontlespInediffèrentque
de0,02unitépH.

8.5PERFORMANCES

Lesperformancesdel’électrophorèsecapillairesontintrinsèquementcomparablesàcelles
delachromatographieliquidequ’ellecomplèteutilement pour lesséparationsdebio
molécules.Lasensibilitéesttrèsgrande:enemployantunmodededétectionbasésurla
fluorescencedéclenchéeparlaser(LIF), onpeut décelerquelquesmilliersdemolécules
vraiesaprèsdérivatisation. Lamiseaupointd’uneséparationrevientàtrouverunmilieu
tamponadaptéauproblèmeàrésoudre.Laquantitérequised’échantillonesttrèsfaibleet
laconsommationderéactifsoudesolvantsestnégligeable(fig.8.10).

mobilitésélectrophorétiques

temps0

tempst

anode(+) cathode(-)

fluxélectro-osmotique

a+b+c––

aetb––

cb– a–

«DIETCOLA»
caféine,aspartameetacidebenzoïque

Figure8.10Séparationélectrocinétiquedetroisespècesa− , b
−

etc.
Onachoisiiciunfluxélectro-osmotiquesedirigeantverslacathodeetentraînantavec
lui touteslesespèces,chargéesouneutres.Lesespècesnégativesbienqu’attiréespar
lepôlepositif,nepeuventvaincrelefluxélectro-osmotiqueetsedéplacentparconsé-
quentverslacathode.Séparationdelacaféine (c) etdesanionsdel’aspartame (a

−
)

etdubenzoate (b
−

), d’unéchantillondeDIET-COLA; présentationsousformed’un
électrophorégramme3D(reproduitavecl’autorisationdelasociétéTSP).
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Cependantlareproductibilitédesanalysesestmoinssurequ’enCLHPcarbeaucoupde
facteurssubtilspeuventaffecterlarépétabilitédesvolumesinjectés.Enutilisantunétalon
interne,l’écarttyperelatif(CV)estdel’ordrede2%danslaméthoded’introductionhydro
statique.Quandl’efficacitéNdesséparationsestsuffisammentgrande,ildevientpossible
deséparerlesisotopesd’unmêmeélément(fig.8.11).

Àlafrontièredelachimieclassique, l’ECHPdanssaversionlabonachipintéresse
lesbiologistesmoléculairespouranalyserlesproduitsdePCRetdedégradationdespro
téines.

0

0,0005

0,0010

0,0015

0,0020

35 40 45 50min

A
b
so
rb
a
nc
e

35 -
Cl

37 -
Cl

Figure8.11Séparationdesisotopesduchlore.
Lorsquel’efficacitédevienttrèsgrande,lesisotopesd’unmêmeélémentconduisentà
deuxpicsbienséparéscommedanscetexemple.Conditions:capillairede75mm/ 47cm.
V = 20kV, T = 25◦C, électrolyte: chromate/ boratepH = 9,2. Lucy,T. McDonald,
Anal.Chem.1995,67,1074).

Lesparamètresdeséparation(efficacité,facteurdecapacité,sélectivité,résolution)sont
accessiblesàpartirdesélectrophorégrammesenutilisant soitlesmêmesformulesqu’en
chromatographie,soitdesformulesspécifiquesàl’ECHP.Ainsil’expressionclassique,ba
séesurlaseulediffusion,donnantl’efficacitéN,quipeutatteindre10 6 plateaux/ mètrede
capillairepermetdecalculerlecoefficientdediffusionD(cm 2 ·s

−1)dusolutéchoisi.
Cedernierparamètreestreliéàladispersion s etautempsdemigrationt m parlaloi

d’Einstein( s2 = 2D ·tm).Onaboutitàlarelation8.7(ou8.8sionéliminet m enutilisant
l’expression8.4):

D = 2/ 2Nt m (8.7) ou D =
mapp

2N
·V ·

L
(8.8)

Larelation8.8montrequel’efficacitécroîtavecladifférencedepotentielappliquée.
Lesmacromolécules,dontlesfacteursdediffusionsontpluspetitsquepourlespetites

molécules,conduisentàdemeilleuresséparations(fig.8.12).
EnfinenECHP,larésolutionRentredeuxpicspeutêtrecalculéeenfaisantintervenir

l’efficacitéN, ladifférencedevitessedemigrationentrelesdeuxsolutésetleurvitesse
moyenne(8.9):

R =
√

N / 4·D
v

v (8.9)
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flux flux

électrophorèsecapillaire chromatographieliquide

tubeouvert,diam.50-150µm colonneremplie,diam.2-4mm

Figure8.12Comparaisondeseffetsconjuguésdeladiffusionetdumode
deprogressiondelaphasemobileenECHPetenCLHP.

Ladiffusionqui croîtcommelecarrédudiamètredutubeestdoncpluspetiteen
électrophorèsequ’enchromatographieliquide,surtouts’ils’agitenplusdecomposés
demassemoléculaireélevée.D’autrepart, enEC, l’électrolyteesttractéparlaparoi,
alorsqu’ilestpousséenECHP,autrementditenECleprofildufluxhydrodynamiqueest
plan,presqueparfaitetnonparaboliquecommeenCLHP.

8.6ÉLECTROCHROMATOGRAPHIECAPILLAIRE(ECC)

Enassociantl’électromigrationdesions,propreàl’électrophorèse,etleseffetsdupartage
entrephases, propreàlachromatographie, onadéveloppésurceconcept, uneméthode
originaledeséparationminiaturiséebaptiséeélectrochromatographiecapillaire.

Lamiseenœuvrenécessiteuncapillairerempliavecunephasestationnaireconstituéepar
desparticulesdetrèspetitdiamètre(1à3 mm).Ilpeuts’agirdeparticulesàbasedesilice
oudepolymèrespolairesoudediversesstructuresporeusescontinues(colonnesmonoli
thiques).Lerôledelaphasestationnaireestdouble:elleagitcommeunmatériauretenant
plusoumoinslescomposés(ex.RP18)et,enoutre,elleaideàlamigrationdel’électrolyte
(fig.8.13).Ilfautdoncqu’ilsubsiste,surlasurfaceexternedesparticules,suffisammentde
groupementspolaires(silanolsparexemple)pourproduireunfluxélectroosmotique,afin
queleremplissagesecomportedefaçonanalogueàlaparoid’uncapillairenontraité.

Enélectrochromatographie, il n’yapasdepertedecharge: chaqueionH 3O+ migre
deluimêmesousl’effetduchampélectrique, lapompedevientdoncinutile, alorsqu’en
chromatographieliquide,ilenfaudraitunetravaillantsousunepressiondeprèsd’unmillier
debarspourfairepasserlaphasemobileautraversd’unetellecolonne.

Unchangementdecompositiondelaphasemobileintervientàlafoissurlefluxélectro
osmotiqueetsurlasélectivité.

Lefacteurdeséparationesttrèsélevémaisuncertainnombredeproblèmesdemeurent,
dontl’effetdesmodifiantsorganiquessurlefluxélectroosmotiqueetlecontrôleprécisdu
volumed’échantillonintroduitdanslecapillaire.
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Figure8.13Séparationd’hydrocarburesaromatiquesparélectrochromatographie
etreprésentationd’unesectiondecapillairerempli.

Lesdifférentsessaisdeséparationd’unmêmemélangedecomposésneutresenfai-
santvarierlatensionvérifient, enpremièreapproximation,larelationexistantentre
tensionetvitessedufluxélectro-osmotique.Danscetexemple,l’emploid’unecolonne
trèscourteetd’unetensionélevéepermetlaséparationenquelquessecondes(pour
V = 28kV) avecunebonnerésolutiond’unmélangedecomposésnonionisésOnat-
teintunegrandeefficacitéparceprocédé(D.S.AnexetColl.,Anal.Chem.,1998, 70,
4787-92).Parmilesmatériauxderemplissagedescapillaires,ontrouvedésormaisdes
structurespolymériquescontinuesàbasedepolymèresutilisantdesméthacrylatesou
desacrylamides.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.esainc.com www.agilent.com www.unimicrotech.com
www.waters.com www.princetechnologies.nl
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice8.1
Uneinstallationd’électrophorèseensolutionlibre(CZE)comporteuncapillairedelon
gueurtotaleL = 32cmetdelongueureffective = 24,5cm.Latensionappliquéeestde
30kV.Danslesconditionsdel’expérienceréaliséeletempsdemigrationt mn d’unmarqueur
neutreestde3min.

a)Calculerlamobilitéélectrophorétique mEP d’uncomposédont letempsdemigration
apparentestde2,5min.Préciserlesunitésemployées.

b)Danscesconditions,calculerlecoefficientdediffusiondececomposé,enadmettantque
l’efficacitécalculéeestN = 80000.

Exercice8.2
Onconsidèreuneinstallationd’électrophorèsecapillairecomportantuncapillairedeverre
desilicenontraitée,à«paroinégative»,deL = 1mdelongueurtotaleetde = 90cm
delongueurutile(jusqu’audétecteur).Ladifférencedepotentielappliquéeauxbornesdu
capillaireest de20kV. Ledétecteurest situéversl’extrémitécathodiqueducapillaire.
L’électrolyteestunmilieutampondepH5. Uncomposéprésentdansl’échantillonaun
tempsdemigrationt m = 10min.

a)Peutonendéduiresilachargenetteportéeparcecomposéestpositiveounégative?

b)Calculerlamobilitéélectrophorétiqueapparente mapp dececomposé.

c)Sachantqu’unmarqueurneutreauntempsdemigrationt m de5min,endéduirelavaleur
dufluxélectroosmotique mEOS.

d)Calculerlamobilitéélectrophorétique mEP ducomposé.Endéduirelesignedesacharge
nette.

e)Quesepasseraitilsionutilisaituncapillaireàparoitraitéepourlarendreneutre?

f)EnsupposantquelepIducomposésoitde4,quelseralesignedesachargenettesion
abaisselepHdel’électrolyteà3?

g)CalculerNpourlecomposéétudiésachantqueD = 2 × 10
−5 cm2 ·s

−1.

h) Connaissant larelationentrel’efficacitéNet ladiffusionD, expliquerpourquoi les
petites molécules conduisent enélectrophorèsecapillaireàdes séparations générale
ment moinsbonnesquelesgrossesmolécules, et pourquoi lesséparationssont d’autant
meilleuresquelediamètreducapillaireestplusétroit.

Exercice8.3
EnEC,lorsquelecapillairecontientungeld’acrylamideenplusdel’électrolyte,onobserve
quelavitessedemigrationestralentieparuneffetmécaniquedefiltrationparlegel. Le
phénomèneestd’autantplusimportantquelamoléculeestplusgrosse.Onconsidèreque
larelationsuivanteestvérifiée:

logM = a ·v +b
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aet bsont deuxconstanteset Mreprésentelamassemoléculaire(Da)d’unemolécule
migrantedontlavitesseest v.
Dansuneexpériencedestinéeàmettreàprofitcetterelationpourcalculerlamassemolécu
laired’uneprotéineinconnue,onutilisedeuxtémoinsd’étalonnage:
–l’ovalbumine(M = 45000Da)dontlavitessedemigrationestde1 ,5cm ·min

−1

–lamyoglobine(M = 17200Da),dontlavitesseestde5 ,5cm ·min
−1.

Danscettemêmeexpérience,laprotéineinconnueaunevitessedemigrationde3 ,25cm ·min
−1.

Calculersamasseendaltons.
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LESINVENTEURSDELACOLORIMÉTRIE

Lacolorimétrievisuelle, unedesplusanciennesméthodesd’analyse, déjàappliquéedu
tempsdesGrecsetdesRomains, acommencéàprendreuncaractèrescientifiquequand
PierreBouguer,en1729émitlepostulatselonlequel«siunecertaineépaisseurd’unverre
coloréabsorbelamoitiédelalumièreissuedelasource, uneépaisseurdeverredouble
réduitcettelumièreauquartdesavaleurinitiale.»
Trenteannéesplustard, JeanHenri Lambert(17281777)enfitlatraductionmathéma
tique:«lelogarithmedeladiminutiondelumière(soit l’équivalent del’inversedela
transmittance)estégalauproduitdel’opacitédumilieuparsonépaisseur».
Enfinen1850,AugusteBeerétablitlarelationentreconcentrationetdensitéoptique(ondit
maintenantabsorbance),cequiaconduitàlaformeactuelledelaloideLambertetBeer.
Parmi lesdifférentsdispositifsimaginéspoureffectuerdesdosagesparcolorimétrievi
suelle,undesplusoriginauxfutdécritparJulesDuboscqen1868.

10

0

h
x hR

0

cellule
référence

cellule
échantillon

sourcedelumière

prismes
réflectiontotale

champ
devision

barreau
deverre

ComparateurdeDuboscq.
L’observateurrèglel’égalitédesintensitéstransmisessui-
vant lesdeuxvoies, enfaisant coulisserlestubesconte-
nantlesdeuxsolutionsàcomparer, lelongdesdeuxbar-
reauxfixesenverre.L’éclairagedufonddestubesestréa-
liséparunesurfaceréfléchissanteelle-mêmeéclairéepar
unesourcelumineuseannexe.

Cet instrument qui aétéutiliséjusque
verslesannées1960permetdejuxtapo
serdansunmêmechampvisuel, grâce
àunsystèmedeprismes, lesintensités
lumineusesayant traversédeuxcuves
identiquesdont l’unecontient l’échan
tillondeconcentrationC X etl’autreun
témoinconnu(concentrationC R).L’ex
périmentateurajustelahauteursh X de
lasolutionàdoserdetellefaçonqu’il
atteignel’égalitédeteinteaveclasolu
tiontémoinservant deréférence(hau
teurh R).Danscesconditionslesabsor
bancessontégales.
SiA R = AX ,onaura:

´·hR ·CR = ´·hx ·CX

OnendéduiraC X ,concentrationcher
chée.
Cecomparateuràpénombreconduità
laconcentrationdel’espècecherchéeen
exploitantlaloideBeeretLambertpar
comparaisondesépaisseurstraversées.
L’observateurpeutrepérerl’égalitédes
teintesavecunegrandeprécision.



Chapitre9

Spectrométried’absorption
del’ultravioletetduvisible

L’absorptiondesradiationslumineusesparlamatièredanslaplagespectrales’étendant
duprocheultraviolet autrèsprocheinfrarouge, soit entre180et 1100nm, aétéabon
dammentétudiéed’unpointdevuefondamental.Cettepartieduspectreestdésignéepar
l’«UV/Visible»,parcequ’elleenglobelesradiationsperceptiblesparl’œilhumain.D’une
manièregénéraleelleapportepeud’informationsstructurales, maisellea, enrevanche,
beaucoupd’applicationsenanalysequantitative. Lescalculsdeconcentrationqui dé
coulent delaloi deBeeret Lambert ont donnénaissanceàlaméthodeconnuesousle
termegénéraldecolorimétrie.Cetteméthodeapparaîtcommelechevaldelabourdetout
laboratoired’analyses.Cellecis’appliquenonseulementauxcomposésquipossèdentun
spectred’absorptiondanslevisiblemaisaussiàtousceuxquiconduisentaumoyend’un
réactifspécifiqueàundérivépermettantunemesured’absorbance.Lesmesuresd’absorp
tionpeuventsefaireavectoutunchoixd’appareilsquivontdescomparateursdecouleurs
et autrescolorimètresvisuelssimples, auxspectrophotomètresautomatiquesadaptésà
l’analysemulticomposants. Deplus, lachromatographieliquideet l’électrophorèseca
pillaireontfavoriséledéveloppementdedétecteursUV/Visibleperfectionnés, àl’origine
d’unmodetrèscourant d’obtentiondeschromatogrammes, accompagnédepossibilités
d’identificationetdequantificationdescomposés.

9.1LEDOMAINESPECTRALUV-VISETL’ORIGINE
DESABSORPTIONS

Cedomainespectral est diviséentroisplagesdelongueursd’ondeappeléesprocheUV
(185400nm),visible(400700nm)ettrèsprocheinfrarouge(7001100nm).Laplupart
desspectromètresvontde185à900nm.Lalimiteinférieuredesappareilsdépendàlafois
delanaturedesmatériauxoptiquesutilisésetdelaprésenceounonsurletrajetoptiquede
l’airambiant,sachantqueledioxygèneetlavapeurd’eauabsorbentdemanièreintenseen
dessousde190nm.Quelquesinstruments,àconditiond’opérersousvide,peuventatteindre
150nmavecdeséchantillonsprisàl’étatgazeux.C’estledomainedel’ultravioletduvide.

L’absorptionlumineuseapouroriginel’interactiondesphotonsdelasourcelumineuse
aveclesionsoumoléculesdel’échantillon. Ainsilorsqu’unemoléculeisoléeabsorbeun
photondel’UV/Visible, l’énergiecorrespondanteest captéeparunouplusieursdeses
électronssuperficiels. Ilyaalorsmodificationdesonénergieélectronique(E élec.), l’une
destroiscomposantesavecl’énergiederotation(E rot.)etl’énergiedevibration(E vib)de
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l’énergiemécaniquetotaledelamolécule(formule9.1). Sachantquelamodificationde
Eélec.entraînedesperturbationsdeE rot. etE vib. correspondants,onobtientdanstouslescas
unvasteensembledetransitionspossibles(fig.9.1).Commelespolaritésdesliaisonssont
perturbéescesspectresontreçulenomgénériqueimagédespectresdetransfertdecharge.

DEtot. = DErot. + DEvib. + DEélec.

(avec DEélec. > DEvib. > DErot.)
(9.1)

Toutspectreréelcorrespondàunnombreimmensedemoléculesouautresespècesindivi
duellesquinesontpastoutesdansunmêmeétatd’énergie.Legrapherésultantcorrespond
doncàunecourbequienveloppel’ensembledestransitionsindividuellesdesespècespré
sentes.

}

}

}

}

}
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Figure9.1 Quantificationdel’énergied’unemolécule.
Souslaformed’undiagrammed’étatsontréunislesniveauxderotation,devibration
etélectroniqued’unemêmemolécule.Chaquetraithorizontalcorrespondàunniveau
d’énergiedelamolécule.Lastructurehiérarchiqueestlasuivante:àchaqueétatélec-
troniqueS correspondplusieursétatsdevibrationV qui eux-mêmescomportentplu-
sieursétatsderotationR. Àl’échelledecedessin,lesniveauxdevibrationetderotation
devraientêtrecomparativementplusresserrés,lesdistancesétant,environ,entreelles
commelesnombres1000:50:1. Danslesphasescondensées,parsuitedesinterac-
tionsdeproximitéd’unemoléculeàuneautre,aucunappareil,aussibonnequesoitsa
résolution,nepeutconduireàunspectrefaisantapparaîtrelestransitionsindividuelles.
Àdroite,représentationsousformed’undiagrammeénergétique,del’absorptiond’un
photon.Transfertd’unélectrond’uneorbitaleoccupée(HO)àuneorbitalevacante(BV)
avecapparitiond’unétatsinguletévoluantenunétattriplet,plusstable.Processusde
retouràl’étatfondamental d’uneespèceexcitée.Lestransitionsétantpratiquement
instantanées,ladistanceentrelesatomesn’apaseuletempsdechanger(Principede
Franck-Condon).

L’énergiecaptéeaucoursdel’absorptionduphotonpeutêtrerestituéepardiversproces
susquisefontavecémissiondephotons(fig.9.1c).Laphosphorescenceetlafluorescence
sontdestransformationsdecetypeexploitéesdansd’autresméthodesd’analyse(cf. cha
pitre11).
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9.2LESPECTREUV-VIS

LesspectromètresUV/Visiblepermettentd’obtenirlespectredescomposésexaminéssous
laformed’untracédelatransmittance, oudel’absorbance(voirdéfinitionsciaprès), en
fonctiondeslongueursd’onderepéréesenabscisses,iciennanomètres(fig.9.2).
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Figure9.2 Troisaspectsdifférentsdesspectresrencontrésdansl’UV/Visible.
Spectresdubenzènea)ensolution(spectredebandes);b)àl’étatdevapeur(spectre
présentantunestructurefine);c)expansiond’unepartieduspectredelavapeurd’iode
hauterésolution(0,14nmd’intervalleautotal).

Enoptique,latransmittanceTestunemesuredel’atténuationd’unfaisceaulumineux
monochromatiquebaséesurlacomparaisonentrel’intensitélumineusetransmise(I)et
l’intensitéincidente(I 0)selonquel’échantillonestplacéounonsurletrajetoptiqueentre
lasourceet ledétecteur. Test expriméeparunnombrefractionnaireousousformede
pourcentage:

T =
I
I0

ou %T =
I
I0

× 100 (9.2)©
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L’absorbanceestlagrandeurdéfiniepar: A = − logT (9.3)

Lesspectresdescomposésprisenphasecondensée,pursouensolution,présententgé
néralementdesbandesd’absorptionlargesetpeunombreuses. Maislesspectresobtenus
àpartird’échantillonsàl’étatgazeuxetsousfaiblepressionfontapparaîtreune«struc
turefine»(fig.9.2).Pourlescomposésdontlacompositionatomiqueestparticulièrement
simple,lestransitionsfondamentalesapparaissentisolémentsilespectromètrepossèdeune
trèsgranderésolution.Danscessituationsextrêmes,lespositionsdesabsorptionssontrepé
réesencm

−1,unitémieuxadaptéequelenm(lecalculmontre,parex.,qu’ilya110cm
−1

entre300de301nm).

9.3TRANSITIONSÉLECTRONIQUESDESCOMPOSÉS
ORGANIQUES

Lescomposésdelachimieorganiqueformentl’essentieldesétudesfaitesenUV/visible.
Lestransitionsobservéesontpouroriginelesélectronsdesliaisons s ou p etlesdoublets
nonliantsndesatomestelsH,C,N,O.Chaquefoisqu’ilenestpossible,onindiquepour
toutebanded’absorptionsanatureenrelationaveclesorbitalesmoléculaires(OM)concer
néesetlecoefficientd’absorptionmolaire ´ (L·mol

−1 ·cm
−1)calculéaumaximumdela

banded’absorption.

9.3.1Transitions → s
∗

ElleapparaîtdanslelointainUVcarlesautd’unélectrond’uneOMliante s dansuneOM
antiliante s

∗
demandebeaucoupd’énergie.C’estpourquoileshydrocarburessaturésquine

présententquedesliaisonsdecetype,sonttransparentsdansleprocheUV(fig.11.4).

Exemple:hexane(àl’étatgazeux): l max = 135nm( ´ = 10000).

Lecyclohexaneetl’heptanesontutiliséscommesolvantsdansleprocheUV.À200nm
l’absorbanceAd’uneépaisseurde1cmd’heptaneestégaleà1.Malheureusement,lepou
voirdesolvatationdecessolvantsest insuffisant pourdissoudredenombreuxcomposés
polaires.

Demême, latransparencedel’eaudansleprocheUV(A = 0,01pour = 1cm ,
à l = 190nm)estdueaufaitqu’ilnepeutyavoirquedestransitions s → s

∗
etn → s

∗
.

9.3.2Transitionn → s
∗

Lesautd’unélectrond’undoubletndesatomesO,N,S,Cl..dansuneOM s
∗

conduità
unetransitiond’intensitémoyennequisesituevers180nmpourlesalcools,vers190nm
pourleséthersoulesdérivéshalogénésetvers220nmpourlesamines(fig.9.3).

Exemples:méthanol: l max 183nm( ´ = 50);éther: l max = 190nm( ´ = 2000)

éthylamine: l max = 210nm( ´ = 800);chloro1butane: l max = 179nm.
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h NH2 NH3NH2 aniline
HX

X

(aniline)

Figure9.3 Transitionn → s
∗

del’aniline(uneamineprimaire).
Latransitioncorrespondàuneaugmentationdu«poids»delaformemésomèrepo-
laire.L’absorptiondel’anilinecorrespondantàcettetransitiondisparaîtsionajouteun
équivalentd’unacideprotoniquetypeHX,parsuitedelaformationd’unseld’ammo-
niumquimobiliseledoubletlibredel’atomed’azote,nécessaireàcettetransition(voir
laformuleentrecrochets).

9.3.3Transitionn → p
∗

Cettetransitionpeuintenserésultedupassaged’unélectrond’uneOMnonliantedetype
nàuneOMantiliante p

∗
.Onlarencontrepourlesmoléculescomportantunhétéroatome

porteurdedoubletsélectroniqueslibresetappartenantàunsystèmeinsaturé.Laplusconnue
estcellequicorrespondàlabandecarbonyle, facilementobservable, situéeentre270et
295nm.Lecoefficientd’absorptionmolaireestfaible.

Exemple:éthanal: l = 293nm( ´ = 12,dansl’éthanolcommesolvant).

9.3.4Transitionp → p
∗

Lescomposésquipossèdentunedoubleliaisonéthyléniqueisoléeconduisentàuneforte
banded’absorptionvers170nm, dont lapositiondépenddelaprésencedesubstituants
hétéroatomiques.

Exemple:éthylène: l max = 165nm( ´ = 16000).

Figure9.4 Comparatifdestransitionslesplussouventrencontrées
danslescomposésorganiquessimples.

Lesquatretypesdetransitionssontréuniessurununiquediagrammeénergétiquepour
lessituerlesunesparrapportauxautresdanslecasgénéraletpourpréciserlesplages
spectralesconcernées.

Uncomposétransparentdansundomainespectral, lorsqu’ilestprisàl’étatisolé, peut
devenirabsorbants’ilestmisenprésenced’uneespèceaveclaquelleilinteragitparunmé
canismedutypedonneuraccepteur(DA).Cephénomèneestliéaupassaged’unélectron
appartenant àuneorbitaleliantedudonneur(qui devient uncationradicalaire)versune
orbitalevacantedel’accepteur(devenuunanionradicalaire)deniveauénergétiqueproche
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(fig.9.5).Lapositiondelabanded’absorptionsurlespectreestfonctiondupotentield’io
nisationdudonneuretdel’affinitéélectroniquedel’accepteur;lavaleurde ´ estengénéral
trèsgrande.

+ +

Donneur DonneurAccepteur Accepteur
E E

BV BV

HO HO

BV BV

HO HO

juxtapositiondeDetA

(D/A)(A)(D)

apparitiond'uncomplexeD/A

h

+ -

Figure9.5 Représentationénergétiqued’uneinteractiondonneur/ accepteur.
L’étatexcitéestsupposéêtreessentiellementsousformeionique.

Transitiond → d. Denombreuxselsinorganiques,comportantdesélectronsengagés
dansdesorbitalesmoléculairesd,conduisentàdestransitionsdefaibleabsorptivitésituées
dansledomainevisible,responsablesdecolorations.Ainsilessolutionsdesselsmétalliques
detitane(Ti(H 2O)6]+++ oudecuivre[Cu(H 2O)6]++ sontbleues,lepermanganatedepotas
siumdonnedessolutionsviolettes,etc..

9.4GROUPEMENTSCHROMOPHORES

Lesgroupesfonctionnelsdescomposésorganiques(cétones, amines, dérivésnitrés, etc.)
responsablesdel’absorptionenUV/VISsontappelésgroupementschromophores(tab.9.1).
Uneespèceforméed’unsquelettecarbonétransparentdansleprocheUVetporteurd’un
oudeplusieurschromophoresconstitueunchromogène.

Tableau9.1Chromophorescaractéristiquesdequelquesgroupementsazotés.

Nom Chromophore l max(nm) ´max

(L·mol
− 1 ·cm− 1)

amine −NH2 195 3000

oxime = NOH 190 5000

nitro –NO 2 210 3000

nitrite –ONO 230 1500

nitrate –ONO 2 270 12

nitroso −N = O 300 100

 Chromophoresisolés: pourunesériedemoléculespossédant lemêmechromophore,
lapositionetl’intensitédesbandesd’absorptionrestentsensiblementconstantes.Siune
moléculepossèdeplusieurschromophoresisolés,c’estàdiren’interagissantpasl’unsur
l’autreparcequeséparésparaumoinsdeuxliaisonssimples,onobservelasuperposition
deseffetsdechacundeschromophoresindividuels.
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 Chromophoresdessystèmesconjugués:quandleschromophoresinteragissentl’unsur
l’autre,lespectred’absorptionestdéplacéverslesgrandeslongueursd’onde(effetba
thochrome)avecaugmentationdel’intensitéd’absorption(effet hyperchrome). Uncas
particulierestceluidessystèmesconjugués,c’estàdiredesstructuresorganiquescom
portantplusieurschromophoresinsaturésséparésentreeuxparuneliaisonsimple. Le
spectreestalorsfortementperturbéparrapportàlasimplesuperpositiondeseffetspro
duitsparleschromophoresisolés. Pluslenombred’atomesdecarbone, surlequel le
systèmeconjugués’étendest élevé, plusl’écart entreleniveaudesorbitalesfrontière
diminue(tab.9.2).Celasetraduitparuneffetbathochrometrèsimportant(fig.9.6).

lo
g
(a
b
so
rb
an
ce
)

longueursd'onde(nm)

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

5

5.1

5.2

150 200 250 300 350 400

H

H

n

-carotène(touttrans)
400

448

425

480

A
bs
or
ba
nc
e
d
an
s
l'h
ex
a
ne

500450
nm

-carotene

Figure9.6 Effetdeplusieursdoublesliaisonsconjuguéessurlapositiondumaximum
d’absorptiondelatransitionp → p

∗
pourquelquespolyènesconjugués.

Valeursdes l max d’unefamilledepolyènes E−disubstituésconjuguésqui diffèrent
entreeuxparlenombrededoublesliaisonsconjuguées. Ceteffetestàl’originede
lacouleurdenombreuxcomposésnaturelsdontlesformulessemi-développéespré-
sententdeschromophoresconjuguésétendus.Ainsilacouleurorangéeduß-carotène
«touttrans»ci-dessus,provientdelaprésencedeonzedoublesliaisonsconjuguées
(l max = 425, 448, et475nmdansl’hexane). Plusladélocalisationdesélectronsest
importante,plusgrandestl’effetbathochrome. Spectresd’unéthyléniquesimpleet
d’uncomposéprésentantdeuxdoublesliaisonsconjuguées.Lescomposésaromatiques
conduisentàdesspectrespluscomplexesqueleséthyléniques.Lestransitionsp → p

∗

sontàl’origined’une«structurefine».Lespectredelavapeurdebenzène,obtenuà
partird’unegouttedéposéeaufondd’unecuveenverredesilicede1cmdetra-
jetoptique, estunexcellenttestpourévaluerlarésolutiondesappareilsduproche
UV (fig.9.1).Lasubstitutiondunoyaumodifie,defaçontrèsimportante,l’aspectdes
bandesd’absorption.
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9.5EFFETSDUSAUXSOLVANTS:SOLVATOCHROMIE

Chaquesolvantaunepolaritéquiluiestpropre.Commeonsaitquetoutetransitionélec
troniquemodifielarépartitiondelachargedanslecomposéensolution,ilestévidentque
lapositionetl’intensitédesbandesd’absorptionvontvarierquelquepeuaveclanaturedu
solvantemployé.Lesinteractionssolvant / solutésontsuffisammentnettespourreconnaître
àqueltypedetransitionélectroniqueonestenprésence.Ondistinguedeuxeffetsopposés.

9.5.1Effethypsochrome(blueshift)

Silechromophoreresponsabledelatransitionobservéeestpluspolairedanssonétatfonda
mentalquedanssonétatexcité,unsolvantpolairestabiliserasurtoutlaformeavantabsorp
tionduphotonparsolvatation. Ilfaudradoncplusd’énergiepourprovoquerlatransition
électroniqueconcernée, d’oùundéplacementdumaximumd’absorptionverslescourtes
longueursd’ondecomparativementàcequisepasseraitdansunsolvantnonpolaire.C’est
l’effethypsochrome.

Ilenestainsipourlatransitionn → p
∗

ducarbonyledescétonesensolution.Laforme
C+–O

−
(caractériséeparsonmomentdipolaire m)serad’autantplusstabiliséequelesolvant

serapluspolaire. L’étatexcitéétantatteintrapidement, lacagedesolvant, quientourele
carbonyle,n’apasletempsdeseréorienterpourstabiliserlasituationaprèsabsorptiondu
photon. Cemêmeeffets’observepourlatransitionn → s

∗
. Ilestaccompagnéd’une

variationducoefficient ´.

220 260 300 340 380

log 

O

C

2

3

4

n *

n * *

effetbathochrome

effethypsochrome

cyclohexane
éthanol

h

h

h

h
h

h

h

Solvant
nonpolaire polairenonpolairepolaire

E

 *

h
h

Solvant

E

(nm)

E

Figure9.7 Spectresdelabenzophénonedanslecyclohexane(1)etdansl’éthanol(2).
Onobserveici avecdeuxsolvantsdifférentsleseffetsbathochromeouhypsochrome,
surlesdeuxtypesdetransitions.

9.5.2Effetbathochrome(redshift)

Pourlescomposéspeupolairesl’effetdesolvantestfaible.Cependantsilemomentdipo
laireduchromophoreaugmenteaucoursdelatransition,l’étatfinalseraplussolvaté.Un
solvantpolairevaainsistabiliserlaformeexcitée,cequifavoriselatransition:onobserve
undéplacementverslesgrandeslongueursd’onde,comparativementauspectreobtenudans
unsolvantnonpolaire.C’estl’effetbathochrome.Ilenestainsidelatransition p → p

∗

deshydrocarbureséthyléniquesdontladoubleliaisondedépartestpeupolaire.
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9.5.3EffetdupH

LepHdumilieudanslequelestdissousl’analytepeutavoiruneffetimportantsurlespectre.
Parmilescomposésquimanifestentceteffetdemanièrespectaculaire,ontrouvelesindi
cateurscolorésdontlechangementdecouleurestmisàprofitaucoursdedosagesacidimé
triques(fig.9.8).C’estainsiqu’onpeutrepérerlespointsd’équivalence.

pH

240

0,2

0,4

320
400

480
560

A
bs
or
ba

nc
e

Longueursd'onde(nm)

10,5

9,0

7,5

6

O

O

O

O O

O

HO OH

-

-

pH>8

Figure9.8 EffetdupHsurunesolutiondephénolphtaléine.
CecomposéestincolorepourdespHinférieursà8etrosevifpourdespHsupérieurs
à9,5.Legrapheprésentéici enperspectivemontrebienquepourdespHacidesil n’y
apasd’absorptiondanslapartievisibleduspectre.Enrevanche,c’estl’absorptionvers
500nmqui apparaîtquandlepHdevientalcalin, qui estresponsabledelacouleur
bienconnuedececomposé.Onnoterapourcetexemple,lamodificationdesliaisons
chimiquesselonlepH.

9.6RÈGLESDEWOODWARD-FIESER

L’analysestructuraleàpartirdesspectresélectroniquesest assezproblématique, dansla
mesureoùleurrelativesimplicitéapourcorollaireunfaibleapportd’informations.Ilya
unesoixantained’annéescependant,avantl’arrivéedestechniquespluspuissantesd’iden
tificationquenousconnaissonsmaintenant,laspectrométrieUV/Visibleaétéutiliséedans
cebut.L’étudedesspectresd’ungrandnombredemoléculesapermisd’établirdescorréla
tionsentrestructuresetpositionsdesmaximad’absorption.Lesplusconnuessontlesrègles
empiriques,duesàWoodward,àFieseretàScott,quiconcernentlescomposéscarbonylés
insaturés,lesdiènesoulesstéroïdes.Àpartirdetableauxrassemblant,sousformed’incré
ments,diversfacteursetparticularitésdestructure,onpeutprévoirlapositiondelabande
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d’absorption p → p
∗

decessystèmesconjuguésparticuliers(tab.9.2).Laconcordance
estbonneentrelesvaleurscalculéesetlespositionsexpérimentalescommeentémoignent
lesquatreexemplesdelafigure9.9.

CO2H

O

234
234

217
215

386
385

231
229

max obs.
(nm) calc.

Figure9.9 Correspondanceentrelesvaleurscalculéesetexpérimentalespourquelques
composésorganiquesprésentantdesinsaturations.

Lescalculssontfaitsàpartirdesvaleursdutableau9.2.

Tableau9.2TabledecorrélationenspectrométrieUV/visible.RèglesdeWoodward-Fieser-Scottpourle
calculdelapositiondumaximumd’absorptiondesénonesetdiénones(précision3nm).

9.7INSTRUMENTATIONDANSL’UV/VISIBLE

Unspectrophotomètreestconçuautourdetroismodules:ceuxdelasourceetdusystème
dispersif (souventconçucommeunmonochromateur),quiconstituentlapartieoptiqueet
celuiquiestresponsabledeladétection(fig.9.10).L’ensembleestréunidansunbâtiunique.
Uncompartimentéchantillonestinsérésurletrajetoptiqueaprèsouavantlesystèmedis
persifselonlaconceptiondumontage.

Certainsspectromètressont réservésauxanalysesderoutinepourlesquellesil n’est
pasbesoind’avoirunerésolutionélevée, sachantqu’ensolutionlaplupartdescomposés
conduisentàdesspectresdépourvusdebandesfines.Ilestessentiel,enrevanche,queces
instrumentsconduisent àdesmesuresd’absorbanceprécisessurunegammeétenduede
concentrations.
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source

source

solutionéchantillon

systèmedispersif

solutionéchantillon

détecteurmonochromateur

détecteur
àbarrette
dediodes

spectromètredetypeséquentielàoptiquenormale

spectromètredetypesimultanéàoptiqueinverse

Figure9.10 Instrumentationdansl’UV/Visible.
Deuxapprochesdifférentespermettentd’aboutirauspectre.Danslapremièrelespectre
estobtenudemanièreséquentielleenfonctiondutemps(uneseulelongueurd’onde
àlafois). Danslaseconde, ledétecteur«voit»toutesleslongueursd’ondesimul-
tanément.Cederniertyped’analyseurscorrespondàunesimplificationnotabledes
spectromètresséquentiels.

9.7.1Sourceslumineuses

Onneconnaîtpasdesourcelumineusecontinuepouvantcouvrirefficacementlatotalité
delagammespectraleconcernée.C’estlaraisonpourlaquellebeaucoupdespectromètres
comportentdeuxlampesàusagedesources,l’unepourlapartieduprocheUVetl’autre
pourlaparties’étendantverslevisible(fig.9.11).Ontrouvegénéralementréunies:
 UnelampeàarcaudeutériumsousmoyennepressionpourlapartieUV( < 350nm).
 Unelampeàincandescenceavecunfilament detungstèneet uneenveloppedeverre

desilice(quartz)pourlapartievisibleduspectreetaudelà(àpartirde350nm). Elle
contientunepetitequantitéd’iode,pouraugmentersadurée(lampeQTH).Cettesource
est maintenantsouventremplacéeparunelampeàarcxénon, plusénergétiqueetqui
decefait est choisiecommesourceuniqueparlesconstructeurslorsqu’il s’agit d’un
appareilderoutineallantde300à1100nm.

Lasourceàdeutériumcomportedeuxélectrodesquibaignentdansuneatmosphèrede
cegaz(D 2 estpréféréaudihydrogèneH 2,pourdesraisonstechniques)entrelesquellesest
placéunécranmétalliquepercéd’untroucirculaired’environ1mm(fig. 9.11).Lacircula
tiondesélectronsversl’anodecréeuncourantdedéchargequiprovoqueunarcintenseau
niveaudel’orificesituéprèsdel’anode.Soumisesàcebombardementd’électrons,lesmo
léculesdedideutériumD 2 sedissocientavecémissiondephotonsquiformentuncontinuum
d’émissiondontleslongueursd’ondes’étendentde160à500nm.

9.7.2Systèmesdispersifs
 Appareilsséquentiels.Lesradiationsémisesparlasourcesontdisperséesparunréseau

planouconcavequifaitpartied’unmontageappelémonochromateur.Cedispositifper
metd’extrairedelalumièreémiseparlasource,undomaineétroitdesonspectred’émis
sion. Lalongueurd’onde, ouplusexactement lalargeurdelabandespectralequiest
fonctiondelalargeurdefente,variegraduellementaucoursdutempsparpivotementdu
réseau(fig.9.12).Lesmeilleuresrésolutionssontobtenuesavecdesmontagescompor
tantdesmonochromateursdegrandesdistancesfocales(0,2à0 ,5m).©
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Figure9.11Spectresd’émissiondedifférentstypesdesourcesdansl’UV-Visible.
L’échellelogarithmiquerendcomptedesgrandesdifférencesd’intensitélumineusese-
lonleslongueursd’onde,pourleslampessansfilament.Vuegénéraleetvuededessus
d’unelampeàdeutérium(reproduitavecl’autorisationdelasociétéOriel). Lalampe
estamorcéeavecunetensionde3à400 V.L’anodeestuneplaquedemolybdèneet
lacathodeestunfilamentd’oxydesmétalliquesémetteurd’électrons, alimentésous
quelquesvolts.Lespicsd’émissiondudeutériumà486,0et656,1nmsontsouvent
utiliséspourréglerleséchellesdelongueurd’ondedesspectromètres.

 Appareilssimultanés. Cettecatégoried’appareilscomportesimplement unréseausi
tuéaprèslecompartimentéchantillonpourdiffracterlesradiationstransmises.Ilsfonc
tionnentsuivantleprincipedesspectrographes(fig.9.10).
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Figure9.12Monochromateursàréseau.
a)Montaged’EbertcomportantunseulmiroirsphériqueconcaveM3.Ildonneuneex-
cellentequalitéd’imageencompensantlesaberrations;b)montageCzerny-Turner,de
conceptionvoisine,comportantdeuxmiroirssphériquesM3 etM 4 ; c)montageavec
unréseauconcaveRC permettantàlafoisdispersionetfocalisationdurayonnement.
Cestroismonochromateurssontreprésentésenconfigurationlatérale.Labandespec-
tralepassantedesmonochromateursdépenddeslargeursdesfentesd’entréeF1 etde
sortieF2.

9.7.3Détecteurs

Ledétecteurconvertitenunsignalélectriquel’intensitédelaradiationlumineusequil’at
teint.Sasensibilitédépenddelalongueurd’onde.Onutilisesoituntubephotomultiplica
teursoitunsemiconducteur(détecteuràtransfertdechargeouphotodiodeausilicium).

Pourlesappareilsdits«simultanés»qui nepossèdent pasdemonochromateurmais
unsystèmedispersif, onmesurelesintensitéslumineusesàtoutesleslongueursd’onde
pratiquementaumêmeinstantenalignantungrandnombrededétecteursquasiponctuels
pourformerunebarrettedediodes(fig.9.13).Leseuilphotoélectrique,del’ordrede1eV,
permetdeprolongerlaplagededétectionjusqu’à1 ,1 mm.

L’efficacitéd’untubephotomultiplicateur—dispositiftrèssensibledontlalinéaritédela
réponses’étendsur7décades—dépenddurendementdelaphotocathode,quivarieavecla
longueurd’onde(parex.0 ,1e

−
/ photonà750nm),etdel’amplificationdusignalprocuré

parlacascadededynodes(parexemplegainde6 × 105). Aveccesvaleurs, l’impactde
10000photons / sproduituncourantde0 ,1nA.Ilestdifficilepourunphotomultiplicateur,
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commecelaleseraitpourl’œil,decompareravecprécisiondeuxintensitéslumineuses,en
provenancepourl’une,dufaisceauderéférenceetpourl’autre,dufaisceauéchantillon,lors
qu’ellessonttrèsdifférentes.C’estpourquoiilestpréférablequel’absorbancedessolutions
nedépassepas1(voirégalement§9.15).Avecuninstrumentdontlalumièreparasiteestde
0,01%(mesuréeen%detransmittance),l’augmentationdelaconcentrationdelasolution
neproduiraplusdevariationssignificativesdusignalaudelàde4unitésd’absorbance.

T

1 2

h
h

électrode
decontact

-

Sitypen
np+

zone
dedéplétion

+

Figure9.13Photodiodeausiliciumetbarrettedediodes(détecteursCCD-chargedcoupleddevice).
Chaquediode,deformerectangulaire (15 × 25 mm), estassociéeàuncondensateur
préalablementchargé.Sousl’impactdesphotonsladiodedevientconductriceetdé-
chargedoncprogressivementlecondensateur.Lavaleurdelachargerésiduelledecha-
cundescondensateursdépenddunombredephotonsreçus.Elleestmesuréedefaçon
séquentielleparlecircuitélectronique(1et2).Lescondensateurssontrechargéspério-
diquement.Àladifférenceduphotomultiplicateurquidonneuneintensitéinstantanée
enwatts,ladiodepermetdeconnaîtrel’énergieémisependantunintervalledetemps
enjoules.Lasensibilité,lalinéaritéetlagammedynamiquederéponsesontexcellentes.

9.8LESDIFFÉRENTESCONFIGURATIONSDESSPECTROMÈTRES
UV/VIS

9.8.1Spectromètresàoptiquemonofaisceau,detypemonocanal

Beaucoupdedosagesderoutinesont effectuésàlongueurd’ondefixeavecdesphoto
mètressimplesmunisdefiltresinterférentielsinterchangeablesoudemonochromateurs
simples.Lamesuredetransmittance(oud’absorbance)exigedecompareràlamêmelon
gueurd’ondelesignaldelasourceavantetaprèstraverséedelasolutionéchantillon.On
placedoncsuccessivementsurletrajetoptiqueuntémoincorrespondantausolvantseulou
unesolutioncontenantlesréactifsdudosage(maissanslecomposéàdoser,c’estleblanc
analytique),puislasolutionpréparéeàpartirdel’échantillondeconcentrationinconnue.
Cesappareilspeuventdisposerd’unecompensationélectroniquedesvariationsd’intensité
delasource(fig.9.14)connuesouslenomdesplitbeam.Unepartiedelalumièreestdéviée
avantqu’ellen’atteignel’échantillon,cequipermetdestabiliserl’intensitédelasource(il
nes’agitpasàproprementparlerd’unfaisceauderéférence).Cesappareilsdonnentl’ab
sorbanceetcalculentleplussouventlaconcentrationcherchée.
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Figure9.14Schémaoptiquesimplifiéd’unspectrophotomètresimplefaisceaudemodeséquentiel.
1: Deuxsourcescoexistentmaisuneseuleestchoisieenfonctiondelamesure. 2:
lemonochromateursélectionnelalongueurd’ondedemesure. 3: compartimentde
mesureoùunecellulecontenantsoitl’échantillonsoitunblancestplacéesurletrajet
optique.4-5:diodedétectriceetdiodedecontrôle.

9.8.2Appareilsàoptiqueinversée,detypemulticanaux

Cetyped’appareilestapparentéauxspectrographesdanslamesureoùilpermetl’obser
vationinstantanéedetoutel’étendueduspectreparemploid’undétecteurcomposéd’un
alignementdephotodiodesminiaturisées,dontlenombrepeutatteindre2000(fig.9.15).
Unteldétecteurréaliseuneexplorationséquentielletrèsrapide,considéréecommequasi
simultanée,detouteunegammespectraleen1 / 10e deseconde,enconsultantlessignaux
envoyésparlesdiodesdontchacuneestdévolueàunpetitintervalledelongueurd’onde.
Lepouvoirderésolutiondecesappareilssansmonochromateur(doncpluslumineux)est
limitéparlatailledesdiodes.

9.8.3Spectromètresàoptiquedoublefaisceau(typeséquentiel)

Lesmeilleursspectrophotomètresdanscedomainerestentencorelesappareilsàdeuxfais
ceauxdontl’untraversel’échantillonetl’autresertdeparcoursderéférence.Deuxmiroirs
tournantsenformedesecteurs,synchronisésaveclemouvementpasàpasduréseau,per
mettentaudétecteurdecomparerexactementpourlamêmelongueurd’ondelesintensités
transmisesparl’uneoul’autredesdeuxvoies(fig. 9.16). L’amplificationduseul signal
modulépermetd’éliminerenpartielalumièreparasite. Lecircuitajustelasensibilitédu
photomultiplicateurdefaçoninverseàl’intensitélumineusequ’ilreçoit.Unmontageplus
simpleconsisteàutiliserunmiroirsemitransparentetdeuxphotodiodesappariées.Lesi
gnalcorrespondàlatensionnécessairepourmaintenirinvariablelaréponsedudétecteur
(principederétroactionoufeedback). Cesappareilssecaractérisent parunevitessede
balayagerapide(30nm / s)etlapossibilitédemesurerdesabsorbancesdeplusieursunités.

Pourvérifierl’exactitudedeslongueursd’ondedesspectromètres,onutiliseunesolution
à4%m / v d’oxyded’holmiumdansl’acideperchlorique10% v/ v,dontonconnaîtlaposi
tionprécisedesdifférentsmaximaduspectre.Lesvaleursdépendentquelquepeuduréglage
delalargeurdebandespectrale.Eneffetlesbandesd’absorptionnesontpassymétriques
sibienquelalargeurdelabandespectralechoisiepourlebalayageduspectreinfluesur
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156 Partie2• Méthodesspectrométriques

l’énergiequivientfrapperàchaqueinstantledétecteur,cequiserépercutesurl’intensitédu
signal,etfinalementsurletracéduspectre.Ex:enpassantd’unelargeurdefentede0,1nm
à3nm,lemaximumd’absorptionà536,47nmpasseà537,50nm.

réseau
cuveéchantillon

oucelluleàcirculation

voletmobile
lentilles

achromatiques

lampesource

500nm
190nm

barrette
dediodes

25mm

Figure9.15Schémaoptiqued’unspectrophotomètresimplefaisceauillustrantlemodesimultané
(spectromètreàbarrettedediodes).

Levolet,seulepiècemobile,permetdesoustrairelebruitdefondou«courantd’obs-
curité»produitlorsqueaucunelumièrenevientfrapperlesdiodes.Lemontageàop-
tiqueinverséepermetdetravailleraveclecompartimentéchantillonouvertàlalumière
extérieure.Cesappareilssontlargementutilisés,commedétecteurs,enchromatogra-
phieliquide(cf. 2.7). Enbas: exemplederéalisationd’unspectromètreminiaturisé
dontlesystèmedispersifetledétecteursontintégréssurunecarteenfichabledans
unmicroordinateur.Unefibreoptiquetransmetlalumièreenprovenancedelapartie
source/ cellule-échantillonsituéeàdistance(reproduitavecl’autorisationdelasociété
OceanOpticsEurope).
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montageavecphotomultiplicateur référence

échantillon
photomultiplicateurmiroirtournant(détail)
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référence

échantillon

cellules
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source
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photodiodes
miroir
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Figure9.16Parcoursoptiquededeuxappareilsàdoublefaisceau,entrelasortiedumonochromateur
etledétecteur(modèleàmiroirstournantsetmodèleàmiroirsemi-transparent).
L’agencementdesappareilsàmiroirstournantsestàrapprocherdecelui desspectro-
photomètresIR,hormislefaitquelalumièreissuedelasourcepassed’abordparle
monochromateuravantd’arriversurl’échantillon.Onminimiseainsi lesréactionsde
photolysequipourraientsurvenirparexpositionprolongéeàlatotalitédesradiations
delasource.L’optiquepluscompactedesmontagesàunseulfaisceaudiviséassociéà
deuxdétecteursestplussimple.Unmiroirsemi-transparentetfixeremplaceleméca-
nismedélicatdesmiroirstournantssynchrones.

Lesspectrophotomètresàdoublefaisceaupermettentdefairedesmesuresdifférentielles
entrel’échantillonetleblancanalytique. Ilssontpréférablesauxmodèlesmonofaisceau
silessolutionssonttroubles. Labandepassantedesmeilleursappareilspeutdescendreà
0,01nm.

Pourpermettredesmesuresderoutinesansavoiràfairedeprélèvement, oupoursur
veillerlaconcentrationd’unproduit surunelignedefabrication, àdistanceduspectro
photomètre,onutiliseunesondeàimmersion.Ils’agitd’unaccessoireplacédanslecom
partimentéchantillondel’appareiletquicomportedeuxfibresoptiquespourconduireet
récupérerlalumièreaprèsabsorptiondanslemilieuétudié. Ilenexistedeuxtypes:par
transmissionpourlessolutionslimpidesetparréflexiontotaleatténuée(ATR)pourlesso
lutionstrèsabsorbantes(fig.9.17).

Lescomposésfluorescents.Quandlecomposéétudiéestfluorescent,lespectred’absorp
tionestmoinsintensepuisquelalumièreréémisevientsesuperposeràlalumièreabsorbée.
Observéeavecunmontageàoptiqueinversée,parexemple,lafluorescencedel’échantillon
(soumisàlatotalitédurayonnementdelasource)diminuedoncl’absorbancedanslapar
tieduspectreoùsesituel’émission. Parcontre, avecunmontageoptiquetraditionnel, la
fluorescenceapparaîtquandlemonochromateursélectionnelazonecorrespondantàl’exci
tation:l’absorbanceseramoinsintensedanscettepartieduspectreenregistré.Cependant
ilnefautpasgrossirleproblème,carlafluorescenceestémisedanstouteslesdirectionset©
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lesphotonsquiempruntentletrajetoptiqueconstituentunetrèspetitepartiedelalumière
émise.

source

référence

échantillon

détecteur

épaisseur
traversée

pénétration
faisceau

prismesaphir

1-fibrealler
2-fibreretour 1-fibrealler

2-fibreretour

2
21 1

monochromateur

«optrode»

Figure9.17Principed’unspectrophotomètreavecsonded’immersion.
Lalumièremonochromatiqueissueduspectrophotomètreestguidéeversunecelluleà
immersionpuisretourneversledétecteur.Letrajetderéférenceestégalementassuré
paruneautrefibreoptique.Àgauche,sondeàtransmission.ÀdroitesondeATR:Le
prismesaphiraunindiceplusgrandquecelui delasolution.Ledessinmatérialiseles
troisréflexionsdufaisceauoptiqueavecpénétrationdanslasolution(voirexplication
au§10.9.3).

9.9ANALYSEQUANTITATIVE:LOISDEL’ABSORPTION
MOLÉCULAIRE

9.9.1LoideBeeretLambert

L’UV/Visibleest largement exploitéenanalysequantitative, depuisfort longtempsdans
ledomaineduvisible. LesmesuresreposentsurlaloideBeeretLambertquireliedans
certainesconditions,l’absorptiondelalumièreàlaconcentrationd’uncomposéensolution.

L’originedecetteloiremonteauxtravauxdumathématicienfrançaisLambertquiavait,
au XVIII e siècle, définilesbasesdelaphotométrie. ParlasuiteBeer, physicienallemand
du XIX e siècle,aposéuneloiquipermetdecalculerlaquantitédelumièretransmiseaprès
passageàtraversuneépaisseurdonnéed’uncomposéensolutiondansunematricenon
absorbante.

IlenestrésultélaloideBeeretLambertprésentéeicisoussaformeactuelle:

A = ´l c (9.4)

Adésignel’absorbance,paramètreoptiquesansdimension,accessibleaumoyenduspec
trophotomètre, estl’épaisseur(encm)delasolutiontraversée,claconcentrationmolaire
et ´l lecoefficient d’absorptionmolaire(L ·mol

−1 ·cm
−1)àlalongueurd’onde l àla

quelleonfaitlamesure.Cecoefficient,(égalementappelécoefficientd’absorbance)propre
aucomposéanalysé,dépendenoutredelatempératureetdusolvant.Généralementsava
leurestrepéréepourlaseulelongueurd’ondedumaximumd’absorption.Ellepeutvarier
surunelargeplageallantdequelquesunitésàplusde200000.
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Àl’originedecetteformuleontrouvel’hypothèsedeLambertselonlaquellel’intensité
I d’uneradiationmonochromatiqueadiminuédedI (négatif)aprèsavoirtraverséune
épaisseurdxd’unmatériaudontlecoefficientd’absorptionestkpourlalongueurd’onde
choisie(fig.9.18),soit:

− dI
dx

= kI X (9.5)

Enappelant I0 l’intensitélumineusedelaradiationincidenteenamontdumilieutra
verséd’épaisseur , l’expression9.5s’écrirasouslaformeintégréedonnant l’intensité
transmiseI:

[LnI x ]I
I0 = −k [x]0 (9.6)

soit Ln
I
I0

= −k · (9.7)

ouencore: I = I0 e
−k (9.8)
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(-d)IIx

Figure9.18Absorptiondelalumièreparunmatériauhomogène,etreprésentationdu%de
transmittanceenfonctiondel’épaisseurtraversée.

Lalumièrearrivantsurunéchantillonpeutêtretransmise,réfractée,réfléchie,diffusée
ouabsorbée.Icionneprendencomptequelapartieabsorbée.

Beer, en1850,généralisal’expression9.8aucasd’unesolutionfaiblementconcentrée
d’uncomposédissousdansunmilieutransparent, c’estàdirenonabsorbant, enécrivant
quekétaitproportionnelàlaconcentrationmolairecdececomposé(fig.9.19).

k = k ·c (9.9)

Enremplaçantkpark ·cdanslarelation9.8,onobtientuneexpressionquiestgénérale
mentconnuesouslaforme9.4danslaquellel’absorbanceAestreprésentéeparl’unedes
expressionséquivalentes:

A = log
I0

I
ou A = log

1
T

ou A = log
100
T%

ou A = 2 − logT%(9 .10)

LaloideBeeretLambertconsidéréeàl’originecommeunpostulat,afaitl’objetparla
suitedenombreusesinterprétationsetdémonstrationsenpartantd’hypothèsesstatistiques,
cinétiquesousimplementlogiques.©
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Figure9.19 IllustrationdelaloideBeeretLambert.
Spectresdesolutionsaqueusesdeconcentrationscroissantesenpermanganatedepo-
tassium.Graphedesabsorbancescorrespondantesmesuréesà525nmmontrantla
croissancelinéairedeceparamètre.

Cetteloi, quineconcernequelafractiondelalumièreabsorbée, estvérifiéedansles
conditionssuivantes:
 lalumièreutiliséedoitêtremonochromatique;
 lesconcentrationsdoiventêtrefaibles;
 lasolutionnedoitêtrenifluorescentenihétérogène;
 lesoluténedoitpasdonnerlieuàdestransformationsphotochimiques;
 lesoluténedoitpasdonnerdesassociationsvariablesaveclesolvant.

Quand, pourundosage, onsecontentedemesurerl’absorbanceàuneseulelongueur
d’onde,onchoisit,engénéral,cellequicorrespondaumaximumd’absorption.D’autrepart,
pourquel’absorbancereflètecorrectementlaconcentration,ilfautquelabandespectrale
Dl quiatteintledétecteur,choisieparleparamètredel’appareilappelélargeurdefenteou
bandepassante,soitbeaucoupplusétroite(10fois)quelalargeurdelabanded’absorption
mesuréeàmihauteur.

9.9.2Additivitédesabsorbances

C
2

C
1

A=A+A
12

source

C+C
12

détecteur

source
A1 A2

Abs.A Abs.A

Figure9.20Additivitédesabsorbances.
Pourtoutelongueurd’onde,l’absorbanced’unmélangeestégaleàlasommedesab-
sorbancesdechaquecomposantdumélange(prisàlamêmeconcentration)pourcette
longueurd’onde.

LaloideBeeretLambertestadditive(fig.9.20).Ceciveutdirequesionmesurel’absor
banceA,dansunecuved’épaisseur ,d’unmélangededeuxcomposés1 et2ensolution
dansunsolvant,onobtiendralamêmeabsorbancetotalesilalumièrepassesuccessivement
àtraversdeuxcuvesd’épaisseur ,placéesl’uneaprèsl’autre,contenantl’unelecomposé
1(Abs.A 1)etl’autrelecomposé2(Abs. A2).Ilfautbiensûrquelesconcentrationsetle
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solvantsoientlesmêmesquepourlemélangeinitial(ondonneicil’indice1aucomposé1
etl’indice2aucomposé2):

A = A1 +A 2 = (´1c1 + ´2c2)(9 .11)

Ceprincipeestillustréparl’étudedespointsisobestiques:considéronsuncomposéAquise
transformeparuneréactiondupremierordreenuncomposéB.Supposonsquelesspectres
d’absorptiondeAet deB, enregistrésséparément dansunmêmesolvant et àlamême
concentration,secoupentenunpointIlorsqu’onlessuperpose(fig.9.21).Pourlalongueur
d’ondedupoint I,lesabsorbancesdesdeuxsolutionssontlesmêmes, etparconséquent
lescoefficients ´A et ´B sontégaux( ´A = ´B = ´)Ordanscetypedetransformationon
ainitialementApuretpourfinirBpur.Pourtoutmélangeintermédiaire,laconcentration
totaledesmélangesdeAetdeBnevariepas(c A +c B = Cste),

AI = ´A cA + ´B cB = ´ (cA +c B)(9 .12)

TouslesspectresdesmélangesA+Bformésaucoursdutempspasserontdoncparle
pointI,appelépointisobestique,oùl’absorbanceAconserveralamêmevaleur.

Cesréseauxdecourbesconcourantesserencontrentquandonétudieleviraged’unindi
cateurcoloréenfonctiondupH,ouaucoursdel’étudedescinétiquesderéaction.

a
b
so
rb
a
n
ce

longueursd'onde(nm)280 350

Figure9.21Pointisobestique.
Hydrolysealcalineà25

◦
Cdusalicylatedeméthyle.Superpositiondesspectressucces-

sifsenregistrésentre280et350nmàdesintervallesde10min.

9.10MÉTHODESUTILISÉESENANALYSEQUANTITATIVE

Quanduncomposén’absorbepaslalumière, ilpeutnéanmoinsfairel’objetd’undosage
photométriquesionpeutletransformerpréalablementàlamesureenundérivéqui, lui,
comporteunchromophoreexploitable.Parcetartifice, ildevientpossiblededosertoutes
sortesd’espèceschimiquesdontl’absorptionestinitialementsoittrèsfaible,soitdansune
partieduspectreoùcoexistentd’autresabsorptionsquiinterférent. Àcettefin,lamesure
d’absorbanceestprécédéed’unetransformationchimiquequidoitêtreàlafoisspécifique,
totale,rapide,reproductibleetconduireàundérivéstableensolution.C’estleprincipedes
testscolorimétriques.
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162 Partie2• Méthodesspectrométriques

Letermedecolorimétrievientdecequelespremiersdosageseffectuésdanscedomaine,
bienavantl’inventiondesspectrophotomètres,sefaisaientavecdelalumièrenaturelle(lu
mièreblanche)etsansappareilparticulier,parcomparaisonvisuelledirectedelacoloration
del’échantillondoséaveccelledetémoinsdeconcentrationsconnues.

Lesdeuxsituationsquiseprésententleplussouventsontlessuivantes:
 Lecomposéàdoserestprésentdansunematricedontcertainsconstituantsabsorbent

danslemêmedomainespectral:lamesuredirectedel’absorbancedueauseulcomposé
estdoncimpossible(fig.9.22a).Pourcontournercettedifficulté,ontransformedefaçon
spécifiquelecomposéparuneréactiontotaleenundérivédontlacourbed’absorptionse
situedansunerégionlibredetouteinterférenceaveclamatrice(fig.9.22,courbeb).

 Lecomposéàdosern’apasdechromophoreexploitableàl’état brut :onfait appa
raître,iciencore,unchromophorederemplacementendérivantl’espèceinitialesuivant
lemêmeprincipe(fig.9.22,courbescetd).

a
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composé+réactifspécifique dérivé

300 300400 400500 500600nm 600nm

c

d

a

b

chromophore
correspondant
audérivé
spécifique

Figure9.22Illustrationdedeuxsituationsfréquemmentrencontrées.
Uncomposémasquédansunmélangeoubienneprésentantpasd’absorptionnette
peutnéanmoinsêtredoséparcolorimétrieenfaisantappel àunetransformationchi-
miquequiletransformeenundérivéexemptd’interférences.

Encolorimétrie,onpréfèrebaserlamesured’absorbancesurunchromophoresituévers
lesgrandeslongueursd’onde, carondiminuelerisquedesuperpositiondesabsorptions
propresauxdifférentscomposés.D’autrepart,quandonfaitprécéderlamesured’uneré
action,ilarrivequ’onneconnaissepaslastructureexactedudérivécolorédontonmesure
l’absorbance;néanmoins,ensupposantquelaréactionimpliquéeestquantitative,soncoef
ficientmolaired’absorptionestaccessibleàpartirdelaconcentrationmolaireducomposé
utiliséenréférence.

9.11ANALYSED’UNSEULANALYTEETCONTRÔLEDEPURETÉ

Pratiquement, oncommenceparconstruireunecourbed’étalonnageA = f(c)àpartir
desolutionsdeconcentrationsconnuesducomposéàdoser,soumisesaumêmetraitement
quel’échantillon.Cettecourbe,leplussouventassimilableàunedroitepourlessolutions
diluées,permetdedéduirelaconcentrationc X delasolutioninconnue.
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Onsecontentequelquefoisdeprépareruneseulesolutionétalon.Danscecasonprépare
unesolutionderéférencedont laconcentrationc R est tellequesonabsorbanceA R est
légèrementsupérieureàcellequel’onattenddelasolutioninconnueA X (fig.9.23).

Onappliquealorslaformulesuivantepourcalculerc X :

cX = cR
AX

AR
(9.13)

absorbance

A
X

CXCX

AR

CR

0

Figure9.23Courbed’étalonnageetcuvesclassiquesenverreoptiqueouenverredesilice.
Si onsecontentedeprépareruneseulesolutionderéférence, ceci revientàconsi-
dérerquelacourbed’étalonnageestunedroitequi passeparl’origine. Laprécision
durésultatserad’autantmeilleurequelaconcentrationinconnueseraprochedela
concentrationderéférence(lerésultatestdéterminéparinterpolation).

Lecalcul classiquedelaconcentrationd’unanalyteparlarelation9.13conduit àun
résultaterronésil’échantilloncontientuneimpureté(absentedanslasolutionderéférence)
quiabsorbeégalementàlalongueurd’ondedemesure.Aussi,faitonassezsouventappelà
uneméthodebaptiséeanalysedeconfirmation.

Onpartdelaconstatationquepourtoutcomposépur,lerapportdescoefficientsd’ab
sorption,déterminésàdeuxlongueursd’onde,estconstant.Ilestcaractéristiqueducom
posé. Donc, sioneffectueuneoudeuxmesuresd’absorbancesupplémentaires, décalées
dequelquesnanomètresparrapportàlamesureoriginale,onpourracalculerlesrapports
d’absorbancedelasolutionéchantillonetlescompareràceuxquiaurontétéétablisdela
mêmefaçonavecuntémoinpur.Sicesrapportssontdifférents,onendéduiraqu’ilyaune
impureté.Lecalculdelaconcentrationseradoncpeufiabledanscecas.

Partantdeceprincipe, ilestpossibledecontrôlerl’homogénéitédespicsd’élutionen
chromatographieliquide,àconditiondedisposerd’undétecteurUVpermettantlamesure
simultanéedel’absorbanceàplusieurslongueursd’onde(undétecteuràbarrettesdediodes,
parexemple).Toutevariation,aucoursdel’élutiond’unconstituant,durapportdesabsor
bancesàdeuxlongueursd’onde,témoignequ’ils’agitd’unmélangedecomposéssortant
simultanémentdelacolonne(fig.9.24).Cetteméthodeestcependantmiseendéfautencas
decoélutionparfaitededeuxcomposés.©
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a
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1-élutiond'uncomposépur
2-élutiond'unmélangedecomposés
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A
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A
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Figure9.24Analysedeconfirmation.
a)Spectred’unmélange (X + Y ) etspectredeYseul danslemêmedomaine(partie
grisée);b)dessinillustrantunchromatogrammequiprésentedeuxpicsdontlepremier
estdûàuncomposéuniqueetlesecondàl’élutiondedeuxcomposéslégèrementdé-
calésdansletemps.L’évolutiondurapportdesabsorbancesencoursd’élutionpermet
decontrôlerlapuretédescomposésélués.Cesvariationssonthabituellementmisesen
évidenceparleslogicielssousformedeplagescolorées.

9.12ANALYSEMULTICOMPOSANTS(MCA)

Lorsqu’onestenprésenced’unmélangedecomposésdontlesspectresd’absorptionindivi
duelssontconnus,onpeutendéterminerlacomposition.Selonlaloid’additivité(relation
9.11),lespectredumélangecorrespondàlasommepondéréedesspectresdechacundes
constituants.Laméthodeclassiquedecalculestrappeléeicipourmémoire.Ellen’estplus
utiliséetellequelle,maisautraversdesoutilslogiciels.

9.12.1Méthodealgébriquedebase

Soitunmélangedetroiscomposésa, b, censolution(conc. ca, cb, cc). Onmesureles
absorbancesdecettesolutionàtroislongueursd’onde l 1, l 2 et l 3,soitA 1, A2 et A3.
Connaissantlesvaleursdesabsorbancesspécifiquesdechacundestroiscomposésprisiso
lémentpourcestroislongueursd’onde(9valeursautotal,de ´1

a à ´3
c)onécrira,parapplica

tiondelaloid’additivitédesabsorbances,lesystèmesuivantdetroiséquations(onsuppose
queletrajetoptiquedescuvesutiliséesestde1cm):

à l 1 A1 = ´1
a ca + ´1

b cb + ´1
ccc

à l 2 A2 = ´2
a ca + ´2

b cb + ´2
c cc

à l 3 A3 = ´3
a ca + ´3

b cb + ´3
c cc

Larésolutiondecesystème,quicorrespondàunematrice[3 × 3],permetdetrouverles
troisconcentrationscherchéesc a,c b etc c.






c1

c2

c3




 =






A1

A2

A3




 ·





´1

a ´1
b ´1

c

´2
a ´2

b ´2
c

´3
a ´3

b ´3
c






−1

(9.14)



9 • Spectrométried’absorptiondel’ultravioletetduvisible 165

Cetteapprochedonnedebonsrésultatsquandlescomposésontdesspectressignificative
mentdifférents,maiselledevientmoinsprécisequandlesspectressontvoisinspuisqu’une
petiteerreurdemesurepeutconduireàunevariationimportantedurésultat.Pourcetterai
sonlesappareilsàbarrettesdediodesutilisentplusieursdizainesdepointsdedonnées.Le
systèmeàrésoudre(rel.9.14)devenusurdéterminéconduitàdemeilleursrésultats.

9.12.2Régressionlinéairemultilongueursd’onde(méthodeMLRA)

L’analysedesmélangesadonnélieuàdiversesméthodes,renduespossiblesaveclesspec
tromètresquienregistrentlesdonnées.Leslogicielsd’analysequantitativepeuventutiliser
ungrandnombredepointsextraitsdesspectresdel’échantillonàdoseretdessolutions
d’étalonnage.Àtitred’exempleestdécrite,ciaprès,uneméthodederégressionlinéairequi
permetdeneutraliserlebruitdefondetdoncd’améliorerlerésultatd’uneanalysededeux
composésconnus,présentsdansunéchantillon(fig.9.25).

Figure9.25Analysemulticomposants.

Spectresd’unesolution1×10
−4 Menpermanganate,d’unesolution1×10

−4 Mdebi-
chromateetd’unesolutioncontenant0,8×10

−4 Mdepermanganateet1,8×10
−4 M

debichromate(d’aprèsBiancoetColl.,J.ChemEduc.,1994,66(2),p.178).

L’appareilutilisetroisenregistrementsmisenmémoire:unspectredel’échantillon(qui
contientlemélangedesdeuxcomposésdontonveuttrouverlesconcentrations)etdeux
spectres,danslemêmedomainespectral,correspondantchacunàunesolutionderéférence
deconcentrationconnuedel’unetdel’autrecomposé.

Pourchaquelongueurd’onde, laloi d’additivitédesabsorbancespermet d’écrireque
l’absorbancedumélangeconsidérédesdeuxcomposés(notésaetb),supposésn’interagis
santpasl’unsurl’autre,estdonnéeparl’expression:

A = ´a ca + ´b c b (9.15)©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



166 Partie2• Méthodesspectrométriques

Pourchacundesdeuxspectresderéférence,ona,ensupposantquel’épaisseurdescel
lulesdemesureest = 1cm:

–pourlecomposéa Aréf.a = ´a ·créf.a (9.16)

–pourlecomposéb Aréf.b = ´b ·créf.b (9.17)
Cesdeuxexpressionspermettentdecalculerlescoefficientsd’absorption ´ dechaque

constituantpur,àchaquelongueurd’ondeconsidérée.Onpeutdoncréécrire9.15sousla
forme:

A =
Aréf.a

créf.a
ca +

Aréf.b

créf.b
cb (9.18)

EndivisantlepremiermembreparA réf.a,onaurapourchaquelongueurd’onde:
A

Aréf.a
=

ca

créf.a
+

cb

créf.b
· Aréf.b

Aréf.a
(9.19)

Lepremiermembredel’expression9.19est doncunefonctionaffinedurapport des
absorbancesfigurantausecondmembre.Lesvaleurscalculéessontsurunedroitedontla
penteetl’ordonnéeàl’originepermettentdecalculerc a etc b.

Lerésultatserad’autantplusprécisquelenombredepointsutilisésseragrand.

9.12.3Déconvolution

D’asseznombreuxlogicielsdetraitementdedonnéespermettentdetrouverlacomposition
demélangesàpartirdesspectres.L’unedesméthodeslesplusconnuesutilisel’algorithme
dufiltredeKalmandesmoindrescarrés.Ellepermetdetrouverdemanièreautomatique,par
approximationssuccessives,lespectredelasolutionéchantillonparadditiondesspectres
enmémoiredechacundescomposésaffectésd’uncoefficient depondération(loi d’ad
ditivitédesabsorbances). Cesont lesméthodesconnuessouslesnomsdePLS(partial
least square), PCR(principal component regression), ouMLS(multipleleast squares)
(fig.9.26).

ab
so
rb
an
ce

longueursd'onde

Figure9.26Déconvolutiondecourbespectrale.
Àpartirduspectreexpérimental d’unmélangede5composés(leplusexternesurla
figure),lelogicielretrouvelaproportiondechacund’eux(dontlesspectresindividuels
sontconnusparailleurs).
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9.13MÉTHODESDECORRECTIONDELIGNEDEBASE

Certainséchantillons,telslesfluidesbiologiques,contiennentdesparticulesmicellairesen
suspensionquicréentpardiffusiondelalumière(effetTyndall)uneabsorptionsupplémen
taire.Cellecivariedemanièrerégulièreaveclalongueurd’onde(fig.9.27).

a
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an
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b
so
rb
a
nc
e

11 22 33

A'

A'2

a b

A
1

A
2

A3

x

y
nmnm

a

b

Figure9.27 IllustrationserapportantauxcalculsdelaméthodedeMortonetStubbs.

Plusieursméthodescherchentàcorrigercephénomèneenretranchantdel’absorbance
mesuréelapartquin’estpasdueàl’analyte.Ils’agitenfaitdecorrectionsdelalignede
basefaitesàpartirdemesuresréaliséesàplusieurslongueursd’onde.

9.13.1Modélisationparunefonctionpolynomiale

OnsupposequelavariationdelalignedebaseestreprésentableparunefonctionA = k l n .
Pourtrouverketn,onrepèreuneplageoùl’analyten’absorbepasafinquelelogicielutilise
cettezonedelacourbepourcalculercescoefficientsparuneméthodedesmoindrescarrés,
(sachantqueloga = logk+nlog l ).Ensuitequellequesoitlalongueurd’ondedudosage,
onpourraretrancherl’absorbancedueaufondabsorbant.

9.13.2Méthodedestroispoints(Morton-Stubbs)

LaméthodedeMortonetStubbs(ainsiquelaméthodefaisantappelauxcourbesdérivées,
cf.9.16)permetunecorrectionefficacedelalignedebaseàconditionquel’absorptionsous
jacentevarielinéairementdanslazonedemesure.Ainsi,dansunesituationtellequecelle
représentéesurlafigure9.27a,ilfaut,pourquantifierlecomposé,corrigerl’absorbanceA 2

lueaumaximum l 2 enretranchantcequicorrespondauxvaleursnotéesxety.
Pourcelaonvafaireunspectrederéférenceducomposépur,afindechoisirdeuxlon

gueursd’onde l 1 et l 3 tellesquelescoefficientsd’absorbancesoientlesmêmes(fig.9.27b).
Ainsisurlafigure,onapour l 1 et l 3 lamêmeabsorbanceAetuneabsorbanceA 2 aumaxi
mum l 2.OncalculelerapportRentrecesdeuxvaleurs(R = A2/ A).Oneffectueensuite,
surlespectredel’échantillonàdoser, lerapportdesabsorbancesàcesdeuxmêmeslon
gueursd’onde.Àconditiond’assimilerlalignedebaseàunedroitedemêmepentequele
segmentab,lavaleurdexpeutalorsêtredéduiteparcalcul(voirfigure):

x = (A1 − A3)
(l 3 − l 2)
(l 3 − l 1)

(9.20)©
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ÀpartirdeRetdurapport A2/ A3 del’échantillon,onaccèdeàysachantquelerapport
desabsorbances,aprèscorrectiondexety,conservelavaleurR(fig.9.26):

R =
A2 − (x+y )

A3 − y

soit:

y =
RA 3 − A2 +x

R − 1
(9.21)

Laconnaissancedexetypermetdecalculerl’absorbancecorrigéeAselon:

A = A2 − x − y

Cetteméthodenécessitesimplementdedisposerd’unspectreducomposépur.Elleest
indépendantedelaconcentrationdelasolutionderéférenceetfaitpartiedeslogicielsde
traitementdesspectresUV.

9.14DISTRIBUTIONDESERREURSRELATIVESDUESAUX
APPAREILS

Pourbeaucoupdespectrophotomètresilestpossibledefairedesmesuresallantjusqu’à4
ou5unitésd’absorbance. Sachantquecesvaleursélevéescorrespondentàdesintensités
transmisesquisontextrêmementfaibles(I / I0 = 10

−5 pourA = 5),onpeutcraindreque
lesrésultatssoientmoinsfiables.Ilestdoncimportantdeconsidérerleslimitestechniques
dumatériel.

Onreconnaît troissourcesd’erreursinstrumentalessur latransmittance. Il s’agit de
causesindépendantesquipeuvents’ajouter(fig.9.28):

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0 0.5 1 1.5 2

Absorbance

1

4

2
3

c/c

Figure9.28Courbesreprésentativesmoyennesdechacunedescausesd’erreurdanslamesurede
l’absorbance,ainsiquelacourbeglobalerésultantdeleursomme(4)(voirtexte).

 lebruitdefonddelasourcelumineuse.Ceterme DT1 estconsidérécommeconstantet
indépendantdeT: DT1 = k(courbe1);
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 lebruitdefondduphotomultiplicateur.Ceterme DT2 varieenfonctiondeT,suivantune
expressioncomplexe,traduiteparlarelationsuivante(courbe2):

DT2 = k2

√
T 2 +T (9.22)

 lesréflexionsetdiffusionslumineusessurleparcoursoptiquedel’instrument.Ceterme
estproportionnelàT: DT3 = k3T(courbe3).

Commecescausesd’erreurs’ajoutent,l’erreurtotalesurlaconcentrationcorrespond—
enadmettant lestroisexpressionscidessus—àunecourberésultantedont l’ordonnée
enchaquepointestlasommedesordonnéesdestroisautres. Cettecourbepasseparun
minimumquisesituegénéralementpourA = 0,7.Pourlesdosagesilestdoncconseillé
d’ajusterlesdilutionsafinquelesabsorbancessesituentdanscettezoneoptimale.

ÀpartirdelaloideBeeretLambertilestégalementpossiblederelierl’erreurrelative,
faitesurlaconcentrationc,àl’erreurrelativefaitesurlatransmittanceT(courbe4).

Dc
c

=
1

lnT
·DT

T
(9.23)

9.15SPECTROMÉTRIEDÉRIVÉE

Leprincipeconsisteàcalculer par unprocédémathématiquelescourbesdérivéesdes
spectrespour améliorer laprécisiondecertainsdosages. Ceprocédéest appliquépar
exemplequandl’analyteseconfonddanslespectreglobaldumélangedanslequelilse
trouve. Lestracésdescourbesdérivéessonteneffetbeaucoupplusaccidentésqueceux
desspectresd’origine(appelésspectred’ordrezéro)dontilsmettentenrelieflesfaibles
variationsdepente(fig. 3.29). Leprocessusd’obtentiondelacourbedérivéepremière,
dA / d l = (d ´/ d l )· ·c,peutêtreétenduauxdérivéessuccessives(n e dérivée).

dA/d2


2

longueursd'onde(nm)

240 300260 280

C6H5CH2CH(NH2)CO2H

absorbance

Figure9.29SpectreUVdelaphénylalanineetcourbedesadérivéeseconde.

Leslogicielsdesspectromètresconduisentàcescourbesdérivéesparcalcul,etnonplus
pardesmodificationsdumontageoptiquecommeilenétaitàl’origine.
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Lacourbecorrespondantàladérivéeseconde, faitcorrespondreauxpointsd’inflexion
duspectred’ordrezéro,despointsd’annulationdepente,c’estàdiredesmaximaoudes
minima(fig.9.30).Laquatrièmedérivéemetencoremieuxenévidencelesfaiblesvariations
d’absorbanceduspectreinitial.
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Figure9.30Effetd’unphénomènedediffusionsurunspectre
enregistréenabsorbanceetsursacourbedérivée.

ComparaisondescourbesdérivéescorrespondantpourAauspectred’uncomposéen
solutionsansphénomènedediffusionetpourBaumêmespectreenprésencedediffu-
sion.Onobservequeladiffusionperturbeicide10%l’absorbancemaisdeseulement
1%environlavaleurdel’amplitudedelacourbedérivée(spectresmodélisésàpartir
defonctionscorrespondantàdescourbesdeGauss).

Denombreuxdosagesgagneraientàutiliserceprincipe, sachantquelaconduited’un
dosageàpartirdescourbesdérivéesn’estpasplusdifficilequ’àpartirdesspectresenab
sorbance.L’amplitudeentrelemaximumetleminimumdelacourbedérivéen e,estpro
portionnelleàlavaleurdel’absorbancedelasolution.Lacourbed’étalonnageestétablieà
partirdeplusieurssolutionsétalonsdeconcentrationsdifférentesauxquelleslemêmetrai
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tementmathématiqueestappliqué,ainsiqu’àlasolutionéchantillon.L’intérêtduprocédé
estmanifestedanstroissituationsoùl’absorbanceestfaussée:
 silespectredelasolutionéchantillonprésenteundécalageverslehautparsuited’un

fondd’absorptionuniforme, lacourbedérivée, quin’estsensiblequ’auxvariationsde
pentedelacourbed’ordrezéro,n’enseranullementaffectée.

 sionestenprésenced’unphénomènedediffusiondelalumièreauseindelasolution
échantillon,quisetraduitparunfondd’absorptionquicroîtmodérémentverslespetites
longueursd’onde,làencore,lescourbesdérivéesserontpeuaffectées(fig.9.30).

 uneabsorbancedueàl’analyte, quasiment invisiblesurlespectreoriginal, parceque
noyéedansuneabsorbancerégulièreprovenantd’uneffetdematrice,devientdétectable.

9.16COLORIMÉTRIEVISUELLEPARTRANSMISSION
OURÉFLEXION

Lacolorimétrievisuelle, utiliséedepuisplusdedeuxsiècles, estuneformesimplifiéede
laspectrométried’absorptioninstrumentale.Ellesepratiqueintensémentétantdonnéson
faiblecoûtetsaprécisionbiensouventétonnante.

blanc échantillon
traité

1

2
3

4

5 6

Figure9.31Colorimétrievisuelle.

Àgauche,comparateuràdisque.L’utilisationdecetappareilconsisteàchoisir,parro-
tationduporte-filtres,celuiquipermet,quandilestsuperposéau«blancanalytique»,
d’égaliseraumieuxlescolorationsdesdeuxtubes. L’observationsefaitpartranspa-
renceenlumièreblanche. Letubecentral contientl’échantillonaprèstraitement.Le
disqueestétalonnépourundosageparticulier.Àdroite,unréflectomètreportatifqui
permetdes’affranchirdel’appréciationdel’œil humain(reproduitavecl’autorisation
delasociétéMerck).

Lescolorimètreslesplussimples(fig. 9.31), utiliséspourlesdosagesderoutine, sont
descomparateursvisuelsapparentésauxtubesdeNessler, d’originebienancienne. Ces
dernierssont constituéspardestubesdeverreàfondplat avectrait dejauge, quel’on
remplitavecdifférentessolutionsdeconcentrationsétalonsetéventuellementd’unagentde
dérivation.Lasolutionàanalyser,placéedansuntubeidentique,estintercaléedanslasérie
destémoinsprécédents.Cestubes,disposéssurunfonddelumièreblanche,sontobservés
partransparence.Laconcentrationcherchéeestintermédiaireentrecellesdesdeuxtémoins
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dontlescolorationslesplusprochesencadrentcelledutubecontenantl’échantillonàdoser.
Cestestssélectifs,prêtsàl’emploietnenécessitantaucunappareil,complètentlesméthodes
établiesetaident,parleurmiseenœuvreimmédiate,àmaîtriserleflotdesanalysessemi
quantitativesentousgenres.

Lesinnombrablestests,présentéssousformedebandelettesquisecolorentplusoumoins
intensémentlorsqu’ellessonttrempéesdanslesmilieuxappropriés,sontautantd’applica
tionscourantesdelacolorimétrie.Cependantlerésultat,issud’unexamenvisueldelalu
mièreréfléchie,estdoncàrattacheràlaréflectométrieplutôtqu’àlacolorimétriepartrans
mission.

Lanéphélométrie,techniquedifférentedelacolorimétrie,faitcependantégalementappel
àlamêmeloideBeeretLambert.Laméthodeconsisteàmettreenjeulaformationd’un
précipitéet, àpartirdelalumièreabsorbéeàunelongueurd’ondedonnée, àdéterminer
laconcentrationduprécurseur. Parexemple, pourdoserl’ionsulfate, onajouteunselde
baryumsoluble.Ilseformeunprécipitédesulfatedebaryumdontonmesurel’absorbance,
aprèsavoirétéstabiliséavecunpolymèrehydrosoluble,telleTween®.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.secomam.fr www.spectronic.co.uk www.shimadzu.com
www.jascoinc.com www.gbcsci.com www.oceanoptics.com
www.varianinc.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice9.1

Uneeaupolluéecontientduchrome(M = 52g ·mol
−1)àlaconcentrationmassiqued’en

viron0 ,1ppm. Onchoisit, poursondosage, lecomplexeCr VI aveclediphénylcarbazide
(l max = 540nm, ´max = 41700L ·mol

−1 ·cm
−1).

Proposerunevaleurdutrajetoptiquedelacuvepourquel’absorbancesoitdel’ordrede
0,40.

Exercice9.2

Unesolutionaqueusedepermanganatedepotassium(c = 1,28 × 10
−4 mol·L

−1)aune
transmittancede0,5à525nm,sionutiliseunecuvede10mmdeparcoursoptique.

a)Calculer lecoefficient d’absorptionmolairedupermanganatepour cettelongueur
d’onde?

b)Siondoublelaconcentration, calculerl’absorbanceetlatransmittancedelanouvelle
solution?
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Exercice9.3
Lespeinturesetvernisextérieursdoiventêtreprotégésdel’effetdesradiationssolairespour
ralentirleurdégradation(photolyseetréactionsphotochimiques).

Quelledoitêtrelaconcentration,eng ·L
−1,d’unadditifUV(M)pourque90%durayon

nementsoitabsorbésuruneépaisseurde0,3mm?

Données:M = 500g ·mol
−1 ; ´max = 15000L ·mol

−1 ·cm
−1 pour l max = 350nm.

Exercice9.4
Onveutdéterminerlaconcentration(mol/L)dedeuxselsA(Co(NO 3)2)etB(Cr(NO 3)3)
dansunéchantilloninconnuensolutionaqueuse.Onenregistreunspectredanslevisible
dechacundecesdeuxcomposésprisisolémentensolutionaqueuseainsiquedelasolution
échantillonàanalyser.Letrajetoptiquedescuvesutiliséesest1cm.

Lesvaleursdesabsorbancesmesuréesà510et575nmsurlestroisspectressontlessui
vantes:lecomposéA(1 .5 × 10

−1 mol·L
−1)présenteuneabsorbancede0,714à510nm

etde0,0097à575nm. LecomposéB(6 × 10
−2 mol·L

−1)présenteuneabsorbancede
0,298à510nmetde0,757à575nm.Lasolutionàdoserprésenteuneabsorbancede0,40
à510nmetde0,577à575nm.

a)Calculerles4coefficientsd’absorptionmolaire ´A(510), ´B(510), ´A(575) et ´B(575).

b)Calculerlesconcentrationsmolaires(mol ·L
−1)desdeuxselsAetBdanslasolution

échantillon.

Exercice9.5
Onveut déterminerlaconcentration(mol / L)enKMnO 4 et K2Cr2O7 dansunesolution
aqueuseinconnueparlaméthodeMLRA.

Onpréparedeuxsolutionsderéférence, l’uneKMnO 4 (1 × 10
−4 mol/ L)et l’autreen

K2CrO7 (1 × 10
−4 mol/ L).Lesspectresdelasolutioninconnueetdesdeuxsolutionsde

référencesontenregistrésentre250et400nm.Letrajetoptiquedescuvesutiliséesest1cm.

Àpartirdesrésultats,aunombrede5,rassemblésdansletableaucidessous:

a)Trouverl’équationdeladroitederégression

Aéchant/ Apermanganate = f(A bichromate/ Apermanganate).

b)Calculerlesconcentrationsmolaires(mol ·L
−1)enKMnO 4 etK 2Cr2O7 danslasolution

échantillon.

l (nm) Abs.MnO
−
4 (réf.) Abs.Cr2O2−

7 (réf.) échantillon

266 0,042 0,410 0,766

288 0,082 0,283 0,571

320 0,168 0,158 0,422

350 0,125 0,318 0,672

360 0,056 0,181 0,366©
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Exercice9.6
UnindicateurcoloréacidobasiquesecomportecommeunacidefaibleHAdeconstante
d’aciditéKa.
OnpréparediversessolutionsdemêmeconcentrationC 0 decetindicateurdontonfaitvarier
lepHsansdilution. Onmesure, danslesmêmesconditions( = 1cmet l = 595nm)
l’absorbancedesdifférentessolutionspréparées. Onadmettraqueseulelaformebasique
absorbeà595nmetquelarelationdeBeerLambertestutilisablepourlesquatremesures.
Onobtientlesvaleurssuivantes:

pH 8,31 8,71 9,09 12

A 0,326 0,642 1,000 1,640

Calculerlavaleurdelaconstanted’aciditédel’indicateur.
LefructoseFréduit lemolybdèneVIenmolybdèneV(bleudemolybdène)suivant le
schéma:

F+Mo(VI) → Mo(V) .

Afindedéterminerl’ordrepartiel« a »delaréactionparrapportaufructose,onajouteà
unesolutiondefructoseungrandexcèsdemolybdated’ammonium.Onsuitlacinétique
decetteréactionenmesurant, àdifférentsinstants, l’absorbancedumélangeà720nm,
longueurd’ondeoùseulMo(V)absorbe.
Onobtientlesrésultatssuivants:

t(min) 0 10 20 30 50 infini

A 0 0,175 0,302 0,384 0,494 0,600

Vérifierquelaréactionest d’ordre1parrapport aufructoseet calculerlaconstantede
vitesseapparentek .



Chapitre10

Spectrométriedumoyenetduproche
infrarouge

L’infrarougeanalytiquemetàprofitlaplagedesradiationsélectromagnétiquescomprise
entre1et50 mmpouridentifieroudoserdescomposéspardesprocédésbaséssurl’ab
sorptionoularéflexiondelalumièreparl’échantillon. Cettebandespectraleestdivisée
enprocheinfrarouge(de1à2 ,5 mm)etenmoyeninfrarouge(2 ,5–50 mm). Bienquele
domaineduprocheinfrarougesoitpauvreenabsorptionsspécifiques,ilaprisunegrande
importancedansleslaboratoiresdecontrôlecommemoyend’analysequantitative.Ledo
mainedumoyeninfrarougeest,parcontre,plusricheeninformationssurlesstructuresdes
composésexaminés.Decefait,ilesttrèsutilisécommeprocédénondestructifpouridenti
fierlescomposésmoléculairesorganiquesdontilpermetdegarderunesorted’empreinte.
Poureffectuercesanalyses,ondisposed’unepanoplied’appareilsallantdesspectromètres
àtransforméedeFourierauxdiversanalyseursportablesdetypedispersif ounon, spé
cialisésdansledosagedecomposésprédéfinis(analysedesgazet desvapeurs)ouqui
permettentdefairedesmesuresencontinuavecdessondesàimmersionsurlesunitésde
production.LaspectrométrieinfrarougeàtransforméedeFourier,quicomplètelaméthode
dispersiveinitiale,offredenombreusespossibilitésdetraitementdesspectresetpermetdes
applicationsdansl’analysedemicroéchantillonsstructurés(microanalyseinfrarouge).

10.1ORIGINEDEL’ABSORPTIONLUMINEUSEDANS
L’INFRAROUGE

Dansleprocheet lemoyeninfrarouge, l’absorptiondelalumièreparlamatièreapour
originel’interactionentrelesradiationsdelasourcelumineuseetlesliaisonschimiques.
Plusprécisément, onsait quelesatomessituésauxdeuxextrémitésd’uneliaisonsont
animésd’unmouvementdevibrationl’unparrapportàl’autreetques’ilssontdifférents,
ilsformentundipôleélectriqueoscillantàcettemêmefréquence. Sionirradieunetelle
liaisonnonsymétriqueparunesourcelumineusemonochromatiquedontlafréquenceestla
mêmequelafréquencedevibration,ilvanaîtreuneinteractionavecledipôleélectriquede
laliaison.Autrementditlacomposanteélectriquedel’ondepourratransmettresonénergie
àlaliaisonàconditionqu’ilyaitaccordentresafréquencemécaniquedevibrationetla
fréquenceélectromagnétiquedelaradiation(fig.10.1).Cetteapprochesimplifiéeexplique
qu’enl’absencededipôlepermanent,cequiestlecasdesmoléculestellesO 2, N2,Cl 2,aux
liaisonsnonpolaires, iln’yaitpascouplageavecl’ondeélectromagnétiqueetqu’aucune
absorptiond’énergieneseproduise.Cesliaisonssontdites«transparentes»danslemoyen
infrarouge.
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Figure10.1Interprétation«mécanique»del’interactiond’uneondelumineuse
avecuneliaisonpolarisée.

Lafréquencemécaniquedel’onden’estpaschangéeparabsorptionduphoton,seule
sonamplitudecroît.

10.2PRÉSENTATIONDESABSORPTIONSDANSL’INFRAROUGE

L’absorptiondel’échantillon, quivariesuivantlalongueurd’ondedesradiationsémises
parlasource,estprésentéesurundocumentdebaseobtenuaveclespectromètre,etappelé
spectreinfrarouge. L’ordonnéedugraphereprésentelerapportdesintensitéstransmises,
avecetsanséchantillon,calculépourchaquelongueurd’ondeinscriteenabscisse.Cequo
tientestappelétransmittanceT.Surlegrapheilestsouventremplacéparsonpourcentage
(%T)ouparl’absorbance, A = log(1/ T). Sil’étudeaétéfaiteenlumièreréfléchieou
diffusée,onutilisedesunitésdepseudoabsorbance(cf.10.9.2).Enfin,ilesttrèsfréquent
desubstituerauxlongueursd’ondeleuréquivalentexpriméennombresd’onde ndontles
unitéssontencm

−1oukaysers,(formule10.1).Lafigure10.2correspondàuntelspectre
enregistrédanslemoyeninfrarouge,entre2,5et25 mm.Danscetexemple

ncm−1 =
1

l cm
(10.1)

Nombred'onde(cm) -1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figure10.2Spectred’unfilmdepolystyrènedanslemoyeninfrarouge.

Représentationhabituelled’unspectre,avecenabscisseuneéchelleencm−1 (voirfor-
mule10.1),linéairesurtoutel’étenduespectrale,eten%detransmittanceenordonnée
(pouruneobservationplusaiséedelapartiedroiteduspectre,onfaitassezsouventun
changementd’échelleà2000cm −1,voirfigure10.9).Latransmittanceestquelque-
foisremplacéeparl’absorbanceA (A = −log T).L’échelle,encm−1,(oukaysers)est
linéaireenénergie(E = hc/ l ),etvaendiminuantdelagaucheversladroite(desfortes
auxfaiblesénergies).
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10.3BANDESDEVIBRATION-ROTATIONDANSL’INFRAROUGE

ExceptéàlatempératuredezéroKelvin,lesatomesdesmoléculessontenperpétuelmou
vement.Chacund’euxatroisdegrésdelibertésil’onseréfèreauxtroiscoordonnéescar
tésiennesclassiques.Touscesmouvementsconfèrentàchaquemoléculeisoléeuneénergie
mécaniquetotale.Lathéorieposecommepostulatqu’ellerésultedelaréuniondetermes
quantifiésindépendantsnommésénergiederotationE Rot.,énergiedevibrationE Vib. eténer
gieélectroniquemoléculaireE Elec. :

ETot. = ERot. +E Vib. +E Elec. (10.2)

Lesvaleursdecesénergiessonttrèsdifférentesentreelles.Selonl’hypothèsedeBorn
Oppenheimer,ellespeuventvarierindépendammentlesunesdesautres.

Danslemoyeninfrarouge,unesourceémettantuneradiationde1000cm
−1 correspond

àdesphotonsdontl’énergieestdeE = hcn= 0,125eV.Siuntelphotonestabsorbépar
unemolécule,sonénergietotaleseraaugmentéedecettevaleur.Lathéoriemontrequele
termeE vib. seramodifiémaisqueletermeE Elec. neserapasperturbé.

Commeleséchantillonsordinairessontsousformecondenséeliquideousolide(pursou
ensolution)etnonpassousformed’espècesisolées,ilseproduitdenombreusesinterac
tionsdipôledipôleentrelesespècesprésentes,cequiperturbelesniveauxd’énergie,etpar
suiteleslongueursd’onded’absorption.Onestdonctoujoursenprésencedespectresfor
mésdepicsélargisappelésbandes,pouvants’étendresurdesdizainesdecm

−1 qu’aucun
appareilnepermetdeséparerentransitionsindividuelles(fig.10.3).

R équilibre

R maximum

R minimum

x0x0

Figure10.3Unemoléculediatomiquereprésentéesouslaformed’unoscillateurharmonique.
Letermed’oscillateurharmonique,vientdecequel’élongationestproportionnelleàla
forceexercée,alorsquelafréquencenVib enestindépendante.

Seuleslespetitesmoléculesdioutriatomiquesprisesàl’étatgazeuxetsousfaiblepres
sionconduisentàdesspectrescomportantdesbandesfinesetrégulièresdontlespositions
permettentderetrouverlesdiversétatsénergétiquesprévusparlathéorie(fig.10.5).
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10.4MODÈLESIMPLIFIÉDESINTERACTIONSVIBRATIONNELLES

Pourmodéliserlesvibrationsdesliaisons,onseréfèreàl’oscillateurharmonique,ensemble
formépardeuxmassespouvantglissersansfrottementsurunplanetréuniesparunressort
(fig.10.3).Sionécartelesdeuxmassesd’unevaleurx 0 parrapportàladistanced’équilibre
Re, et qu’onrelâchelesystème, celuici semet àoscilleravecunepériodequi dépend
delaconstantederaideurduressortk(N ·m

−1)etdesmassesenprésence.Lafréquence
approchéeestdonnéeparlaloideHooke(formule10.3)danslaquelle m(kg)représentela
masseréduitedusystème.

nVib. =
1

2p
k
m

(10.3)

avec
m=

m1 m2

m1 +m 2
(10.4)

L’énergiemécaniquedevibrationdecemodèlesimpleE vib.,peutvarierdemanièreconti
nue.Aprèsuneélongation Dx0 faible(maisquelconque),parrapportàladistanced’équilibre
Re,ellevaut:

EVib. =
1
2

k Dx2
0 (10.5)

Pouruneliaison:

n=
1

2 p c
k
m

(10.6)

avec:

n=
1
l

=
n
c

(10.7)

Lemodèleprécédentestapplicableàlaliaisonchimiquequireliedeuxatomes,àcondi
tiondefaireintervenirl’aspectquantiquequirégitlesespècesauxdimensionsatomiques.
Uneliaison,dontlafréquencedevibrationest n,pourraabsorberuneradiationlumineuse
àconditionquesafréquencesoitidentique.Sonénergies’accroîtraduquantum DE = hn.
Seloncettethéorie,l’expressionsimplifiée10.8donnelesvaleurspossiblesdeE Vib :

E = hn(V+1 / 2) (10.8)

V = 0,1,2,...,estappelénombrequantiquedevibration.Ilnepeutvarierqued’uneunité
(DV = +1,transitionditede«simplequantum»).Lesdifférentesvaleursdel’expression
10.5sontséparéesparunmêmeintervalle DEVib = hn(fig.10.4).

Àtempératureordinaire, lesmoléculessont encoredansl’état nonexcitéV = 0, soit
E(Vib)0 = 1/ 2h n(énergieà0Kelvin).Àcôtédelatransitionordinaire DV = +1,cellecor
respondantà DV = +2,«interdite»parcettethéorie,apparaîtfaiblementlorsquelabande
d’absorptionfondamentaleestparticulièrementintense(casdelavibrationd’élongationde
laliaisonC =Odescétonesoualdéhydes,parexemple).

Aucunmodedevibrationdevalencenesesitueaudelàde3960cm
−1 (H–F),cequidéfi

nitlafrontièreentrelemoyenetleprocheinfrarouge.Cependantpourdesraisonsutilitaires,
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beaucoupdespectromètresactuelsenglobentlemoyenetleprocheinfrarougepermettant
d’allerjusqu’à8000cm

−1.

V=1

V=0

V=2

E=1/2h 

E=3/2h 

E=5/2h 

E0E0

E1E1

E2E2
E

a b

Figure10.4Diagrammedesénergiesdevibrationd’uneliaison.
a)Pourdesmoléculesisolées;b)pourdesmoléculesenphasecondensée.Latransition
V = 0à V = 2correspondàunebandeharmoniquedefaibleintensité.Comptetenu
desénergiesdesphotonsdanslemoyeninfrarouge, onpeutcalculerquelepremier
étatexcité (V = 1) est106 foismoinspeupléquel’étatfondamental. Lestransitions
harmoniquessontexploitéesdansleprocheinfrarouge.

10.5LESCOMPOSÉSRÉELS

Lemodèledel’oscillateurharmoniquenetient pascomptedelanatureréelledesliai
sonsquisontloind’êtredesressortsparfaits.kdiminuesionéloignelesatomesmais,par
contre,augmentefortementsionchercheàlessuperposer.Lesmodélisationsplusprécises
fontintervenirplusieurstermescorrectifsdusàl’anharmonicitédesoscillationsobservées
expérimentalement.

Parailleurs,danslemoyeninfrarouge,l’énergiedesphotonsestsuffisantepourmodifier
lestermesquantifiésE Vib et ERot delaformule10.2.Onestdoncenprésencedespectres
devibrationrotation,c’estàdirequeplusieursdizainesdetransitionsderotationdistinctes
accompagnentchaquetransitiondevibration. Ilestpossibled’interpréterdanslecasdes
moléculeslesplussimplesl’aspectparticulierdesbandesd’absorption.L’expérienceetla
théorieontpermisd’énoncerdesrèglesdesélectiondestransitionspermises.Lemonoxyde
decarboneoulechlorured’hydrogène(fig.10.5)ont étédecepoint devuelargement
étudiés.

Larelation10.2conduitàdéfinirlesabsorptionspossibles(fig.10.6):

DEVR = (E VR )2 − (E VR )1 = DEVib + DERot (10.9)

Unemoléculedenatomesentrelesquelss’exercentdesinteractionsestdéfiniepar3n
coordonnées, appeléesdegrésdeliberté(voir§10.3). Commeilfaut3coordonnéespour
définirsoncentredegravité(mouvementdetranslationdelamolécule), les3n–3degrés
restantssontappelésdegrésdelibertéinternes.Engénéralilenfaut3pourdéfinirlarotation
delamoléculeentière.Touslesautrescorrespondentauxmouvementsdevibrationinternes
(soit3n–6).Unemoléculeavec30atomesauradonc84modesnormauxdevibration,fort
heureusement pastousactifspuisqu’il doit yavoirvariationdumoment dipolaire. Unsi
grandnombredeniveauxd’énergie,auxquelss’ajoutentdescombinaisonsdeniveauxetdes
harmoniquesnepeutconduirequ’àdesspectrescomplexesetuniquespourchaquetypede
composé.©

D
un

od
–

La
ph

ot
oc

op
ie

no
n

au
to

ri
sé

e
es

tu
n

dé
lit



180 Partie2• Méthodesspectrométriques
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Figure10.5Étudedeniveauxderotation/vibrationd’unemoléculesimpleaveclatraduction
graphiquesousformed’unspectredevibration/rotation.V et J sontlesnombres

quantiquesdevibrationetderotation.
LavibrationfondamentalecorrespondàV = +1et J = +1. a) Unebandedevibration-
rotationcorrespondàtouslessautsquantiquesautorisés. Si l’échelledudiagramme
estencm −1, lesflèchescorrespondentauxnombresd’ondedesabsorptions; b) la
brancheR correspondàDJ = +1,etlabande P à DJ = −1.Ellessontsituéesdepart
etd’autredelabande Q,absenteduspectre(onsupposeici que DJ = 0correspond
àunetransitioninterdite); c)endessous, bandedevibration-rotationdumonoxyde
decarbone (P = 1000Pa ). Lesnombreusesraiessontexpliquéesparlesrèglesde
sélection.L’écartentrelesraiessuccessivesderotationn’estpasconstant,parsuitedu
facteurd’anharmonicité.
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10.6BANDESCARACTÉRISTIQUESDESCOMPOSÉSORGANIQUES

L’extensiondesnotionscidessusàtoutessortesdecomposésaétémiseàprofitpourutiliser
lemoyeninfrarougecommeméthoded’analysestructurale.

Empiriquement, onaremarquéqu’il yavait unecorrélationentrelespositionsdes
maximad’absorptiondecertainesbandeset laprésencedefonctionsorganiquesoude
particularitésdesquelettedanslesespècesexaminées(voirtableaupage201).Cettepro
priétéprovientdufaitquechaquefonctionorganiquecorrespondantàunensembletype
dequelquesatomes, onretrouvedescaractéristiquesspectralescommunesàtoutesles
moléculedanslaquellecettefonctionestprésente.

Pouruneliaisondonnée,laconstantedeforcek(expression10.3)variepeud’unemolé
culeàuneautre.Deplus,lecalculmontrequelamasseréduitetendversunevaleurlimite,
propreàlafonction, dèsquelesmassesmoléculairesdeviennent grandes(voirformule
10.4).

Lesmouvementsmoléculaireslesplusconnussontlesvibrationsd’élongation(symé
triqueetasymétrique)etlesvibrationsdedéformationangulaires(fig.10.6).Enrevanche,
danslapartieduspectreendessousde1500cm

−1, lesbandesd’absorptionsont nom
breusesetdiffèrentavecchaquecomposé.Cesontlesvibrationsdedéformationdesliaisons
etdesquelettequ’ilestraredepouvoirtoutesinterpréter.

vibrationd'élongation(sym.) vibrationd'élongation(asym.) rotationplane(rocking)

cisaillement(scissoring) balancement(waggingoop) torsion(twistingoop)

C

H

 CH CH

 CH

 CH

Figure10.6VibrationsmoléculairesduCH2.
Vibrationscaractéristiquesd’élongationetdedéformation,dansleplanethorsduplan
(oop, «outofplane»). Dansl’infrarouge,lapositionetl’intensitédesbandessont
modifiéesparlesassociationsentremolécules,lapolaritédessolvants,etc.

Pourdesraisonsinstrumentales,labandespectralequis’étendde1à2 ,5 mm(bienqu’il
n’yaitpasdelimitesformelles)estlongtempsrestéeignorée. Cesontlesprogrèsconju
guésdesdétecteursetdesfibresoptiquestransparentesdansleprocheinfrarougealliésau
développementdesméthodeschemiométriquesquiontpermissondéveloppement.

Lesspectresseprésententsouventcommedescourbessanspicsnets.Néanmoinschaque
enregistrementestreprésentatifdel’échantillon,doncutilisablecommeuneempreinte.Pour
lescomposésorganiques, lesbandesd’absorptionduprocheinfrarougeontpourorigines
soitlesbandesharmoniquessoitlesbandesdecombinaisondesvibrationsfondamentales
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desliaisonsCH,OHetNH(quisesituentvers3000–3600cm
−1).Ainsipourlescom

poséscarbonylés, lesdeuxpremiersharmoniquesdelavibrationfondamentaleduC =O
(1700cm

−1)apparaissentvers3400et5100cm
−1.Lesbandesdecombinaison,résultant

del’interactiondedeuxouplusieursmodesdevibrationpourunmêmegroupefonctionnel,
sesuperposentauxprécédentes.L’énergiedelatransitionestapproximativementlasomme
decellesquiluiontdonnénaissance.

Lechloroformequiabsorbeà3020cm
−1 età1215cm

−1 absorberaà4220cm
−1 qui

représenteapproximativementlasommedesdeuxvaleursprécédentes.

10.7SPECTROMÈTRESETANALYSEURSINFRAROUGES

Lesinstrumentsserépartissent endeuxcatégories: lesspectromètresàtransforméede
Fourierquiréalisentuneanalysesimultanéedetoutelabandespectraleàpartirdemesures
interférométriquesetlesnombreuxanalyseursspécialisés. Dansleprocheinfrarougeon
trouveégalementencorequelquesspectromètresdetypedispersif.

source source source

échantillon
ouréférence

échantillon

échantillon
ouréférence

monochromateur monochromateur

miroirtournantmiroirtournant

interféromètreinterféromètre

détecteur détecteurdétecteur

enregistreur enregistreur

ex.T=0,85
(A=0,07)
ex.T=0,85
(A= 0,07)

a cb

traitement
dusignal

Figure10.7Diagrammedesspectromètresetanalyseursdansl’infrarouge.
a)Analyseursimplefaisceau,comportantunmonochromateurfixeouunfiltre,utilisé
lorsqu’unemesureàlongueurd’ondeuniquesuffit; b)spectromètredoublefaisceau
detypedispersif.Contrairementauxspectrophotomètresdel’UV/ Visible,l’échantillon,
placéavantlemonochromateur,estsoumisenpermanenceàtoutlerayonnementdela
source.L’énergiedesphotonsdanscedomaineestinsuffisantepourbriserlesliaisons
et,parcelamême,dégraderl’échantillon;c)modèlesimplefaisceauàtransforméede
Fourier.

Lapremièrecatégorieestbaséesurl’emploid’uninterféromètredetypeMichelsonou
assimilé, associéàunmicroprocesseurspécialisépourcalculerlespectresousformenu
mériquetandisquelasecondeutilisedesfiltresouunmonochromateurinstallésdansdes
montagesparticuliersenfonctiondelaplagespectraleétudiée(fig.10.7).
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Pendantlongtemps,lesspectromètresdumoyeninfrarougeontétéconstruitssurleprin
cipedesappareilsdoublefaisceau.Cemontageoptiqueassezcomplexequiestrestéutilisé
dansl’UV / Visible, donneprogressivement, entempsréel, lespectredel’échantillonpar
lamesurepourchaquelongueurd’onde,delatransmittancecalculéeencomparantlesin
tensitéslumineusesenprovenancededeuxparcoursoptiquesdistincts, dont l’unsert de
voiederéférenceetl’autrepasseparl’échantillon.Àcettefin,lalumièreissuedelasource
estséparéeparunjeudemiroirsendeuxfaisceauxsemblablesdontl’unsedirigeversle
compartimentéchantillonetl’autreverslecompartimentderéférence. Pourchaquepetit
intervalledelongueurd’onde, défini parlemonochromateur, lalumièreayant suivi cha
cunedesdeuxvoiesarrivealternativementsurledétecteurpareffetd’unmiroirtournantau
rythmed’unedizainedefoisparseconde.Lerapportdessignauxobtenuspratiquementau
mêmeinstant,correspondàlatransmittancepourcettelongueurd’onde.

10.7.1SpectromètresàtransforméedeFourier(IRTF)

LesspectromètresinfrarougesàtransforméedeFouriercorrespondentàunmontageoptique
àsimplefaisceauquicomportecommepièceessentielleuninterféromètre—souventde
typeMichelson—placéentrelasourceetl’échantillon(fig.10.7c).

Lesradiationsissuesdelasourcepolychromatiqueviennent frapperuneséparatrice,
constituéed’unfilmsemitransparentdegermaniumdéposésurunelamedeKBr.Cedis
positifpermetdegénérerdeuxfaisceauxdontl’unsedirigeversunmiroirfixeetl’autre
versunmiroirmobiledontonfaitvarierladistanceàlaséparatrice. Cesdeuxfaisceaux,
recombinésensuitesurlemêmetrajet,traversentl’échantillonavantdevenirfrapperledé
tecteurquireçoitl’intensitélumineuseglobale.C’estunprocédédemultiplexageappliqué
iciaudomainedessignauxoptiques.Lecœurdel’interféromètredeMichelsonestlemiroir
mobile,seulepièceenmouvement,quioscilleaucoursdutempsentredeuxpositionsex
trêmes.Lorsquesapositionesttellequelescheminsempruntésparlesdeuxfaisceauxont
mêmelongueur,lacompositiondelalumièresortantdel’interféromètreestidentiqueàla
lumièrequiyentre.Parcontre,lorsquelemiroirmobilequittecettepositionparticulière,la
lumièresortanteaunecompositionspectralequidépenddudéphasageentrelesdeuxvoies:
lesignaltransmisaucoursdutempsparledétecteuresttraduitsousformed’uninterféro
gramme,(Int.totale) = f( d), d représentantladifférencedetrajetoptiqueentrelesdeux
voies(fig. 10.8). Lagestiondubancoptiqueetl’acquisitiondesdonnéesestréaliséepar
uneinterfaceélectroniquespécifique. Pendantledéplacementdumiroir, unconvertisseur
ADCéchantillonnel’interférogrammesousformedemilliersdepoints. Chacunedeces
valeurscorrespondàunepositiondumiroiretreprésentel’intensitéglobalequiatraversé
l’échantillon.Ils’agitformellementdusecondmembred’uneformidableéquationlinéaire
dontlestermescorrespondentauxintensitésdesndifférenteslongueursd’onde(choisiesen
nombrefini)pourlapositionconsidéréedumiroiretaprèsabsorptionparl’échantillon.À
partirdecesmilliersdevaleurs,unmicroprocesseurspécialiséexécute,enmoinsdetemps
qu’ilnefautpourledire,lecalculd’unematricegéanteensuivantunalgorithmeparticulier
detransforméedeFourierrapide, dûàCooley, pourconduireauxamplitudesdechaque
longueurd’ondedelabandespectraleétudiée.Comptetenud’unfacteurderésolutionim
poséparlaméthodedecalcul,onobtientlareprésentationclassiqueduspectreI = f( l )
ouI = f( n).SelonlethéorèmedeNyquist,ilfautaumoinsdeuxpointsparpériodepour
retrouver,parcalcul,unelongueurd’ondedonnéeduspectre.Pourobtenirlespectred’un
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échantillon,équivalentàceluiobtenuavecunappareildoublefaisceau,onenregistredeux
spectresdesintensitéstransmises:lepremier, sanséchantillon(fondd’absorption, back
groundenanglais)etlesecond,avecl’échantillon.Lespectretraditionnel,en%deT,est
issudelacomparaisondesdeuxspectresprécédents(fig.10.9).

échantillon

détecteur

source

miroirfixe

miroirmobile

laser

détection
laser

détailséparatrice
KBr/Germanium

interféromètre schémaoptiqued'unIRTF



x

a b

source
IR

iris

miroircollimateur

fenêtreenKRS-5

zonescellée

l
ase

r néon

détecteurlaser

compartiment
échantillon

détecteur

miroirmobile

cellule
demesure

miroirfocalisateur

S

Figure10.8Montageoptiqued’unappareilàtransforméedeFourier.
a)InterféromètredeMichelson90◦ avec,encartouche,quelquesdétailsauniveaude
laséparatrice;b)diagrammeoptiqued’unspectrophotomètreàsimplefaisceau(dessin
dumodèle8300delasociétéShimadzu).UnlaserHe/Nedefaiblepuissanceestutilisé
commeétaloninterne(632, 8 nm)afinderepéreravecprécisionlapositiondumiroir
mobileparuneméthodeinterférentielle(cesecondinterférogrammesinusoïdalsuitle
mêmetrajetoptique).

LemathématicienfrançaisJ.B.Fourier(17681830)n’ajamaisétéaussicélèbrequede
puisl’invasiondesmicroordinateurs.Leprincipedesescalculs,publiésdansuntraitésur
lapropagationdelachaleuren1808,estappliquédansdenombreuxlogicielsscientifiques
pourletraitementdesspectres(acoustique,optique)etdesimages.Onditqu’ilélaboraces
calculsquandl’arméeNapoléoniennelechargead’améliorerlesdimensionsdescanons.

D’unemanièregénérale,unetransforméeestuneopérationmathématiquequipermetde
passerd’undomainedemesureàunautre(parexempledutemps,àlalongueurd’onde).

Cetteméthoded’obtentiondesspectres, également adaptéeauprocheIR, aétémise
enœuvrepartouslesconstructeursdespectromètres(fig. 10.10);elleprésenteplusieurs
avantages:
 lafented’entréeestremplacéeparuniriscequifournitunmeilleursignalaudétecteur

quireçoitplusd’énergie(avantagedumultiplexage);
 lerapportsignalfinal/bruitdefondestbiensupérieuràceluidelaméthodeséquen

tiellepuisqu’ilpeutêtreamélioréparaccumulationdessignauxdesbalayagessuccessifs
(«avantagedeFellgett»);



10 • Spectrométriedumoyenetduprocheinfrarouge 185

500100015002000

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

V
o
l
t
s

500100015002000

-5

-4

-3

-2

-1

0

1

2

V
o
l
t
s

10

20

30

40

50

60

70

80

90

%

50010001500200030004000

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

S
i
m
p
l
e

F
a
i
s
c
e
a
u

50010001500200030004000

0

5

10

15

20

25

30

35

40

50010001500200030004000

Nombred'Onde(cm-1)

T
r
a
n
s
m
i
t
t
a
n
c
e

S
i
m
p
l
e

F
a
i
s
c
e
a
u

Nombred'onde(cm) -1

Nombred'onde(cm) -1

interférogramme

interférogramme

spectremonofaisceau

spectremonofaisceau

sanscomposé

aveccomposé

I=f() 

I =f( )
0 
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Figure10.9Séquenced’obtentiond’unspectrepseudodouble-faisceau
avecunspectromètreinfrarougeàtransforméedeFourier.

L’appareilenregistreetmetenmémoiredeuxspectresquireprésententlesvariationsde
I0 (leblanc)etde I (l’échantillon)enfonctiondunombred’onde(cesontlesspectresen
émittance1et2);puisilcalculelespectreconventionnel,identiqueàceluiquedonne
n appareildetypedoublefaisceau, eneffectuantlerapport T = I/ I0, pourchaque
nombred’onde.L’absorptionatmosphérique(CO2 etH2O)setrouveainsiéliminée.Les
illustrationscorrespondentàlaréalisationd’unspectred’unfilmdepolystyrène.
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 leslongueursd’ondesontcalculéesavecunegrandeprécisioncequipermetdescom
paraisonsdespectres;

 larésolutionestmeilleureetconstantesurtoutledomaineétudié.

Il existeuneautrefaçondecréerunretardsurundescheminsoptiquespourobtenir
uninterférogramme. Leprincipereposesurlepassagedelalumièreàtraversuncristal
biréfringent,pourconstitueruninterféromètreàpolarisation.

Figure10.10SpectrophotomètreinfrarougeàtransforméedeFourier.
Lebancoptiqueduspectromètreestpilotéparunlogiciel (ModèleNEXUSreproduit
avecl’autorisationdelasociétéNicolet).

10.7.2Analyseursinfrarouges

Denombreuxappareilsdetailleréduite,autonomes,utiliséspourlaprotectionduperson
neletdesapplicationsciblées,dontlescontrôlesd’alcoolémiefaitsaumoyendeséthylo
mètres, sontbaséssurdesmesuresd’absorbancedanslemoyenouleprocheinfrarouge.
Leurconceptionest beaucoupplussimplequecelledesspectrophotomètresprécédents.
Prévuspourévaluerdesabsorbancestrèsfaibles(1 ·10

−5),ilspeuventcependantmesurer
demanièrefiabledesconcentrationsdel’ordreduppmpourdesgaztelslemonooudi
oxydedecarbone,l’ammoniac,leméthanal,l’éthanol,leméthane...(entoutunecentaine
degazoucomposésvolatils).Lasourcepeutêtreunediodelaserquiémetàunelongueur
d’ondepréciseouunsimplefilamentrecouvertdesilice(casdeséthylomètres).Ledétecteur
estdutypepyroélectrique.Lesmesuresdestauxdemonoetdioxydedecarbonedesgaz
d’échappementautomobilesontétabliesparcetteméthode. Onmesurel’absorbancevers
2170cm

−1 pourleCO(cf. fig. 10.5)età2364cm
−1 pourleCO 2 (fig. 10.11et10.12).

Pourl’éthanolonmesurel’absorbancecaractéristiquedesalcoolsprimairesà1050cm
−1.

Cescolorimètresdel’infrarougesontconcurrentsdesappareilsbaséssurdesprincipesdif
férents(détectionampérométrique,cf.chapitre20).
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Figure10.11AnalyseurnondispersifpourledosageduCO 2 enmilieugazeux.
Cemontageestreprésentatifdebeaucoupdedétecteursportables. Lasélectivitéest
assuréeparunfiltreoptiqueadapté (F2) etparunemembraneàl’entréedelacellule
qui nelaissepasserquelegazàdétecter.Lemontagecomporteunsecondfiltre (F1)
situédansunezonedenonabsorption,pourpermettredecalculerlatransmittance.Sur
ledessinsontfiguréslesbandespassantesdes2filtresetlespectreentransmittance
d’ungaz,ici leCO2.Lesdétecteurssontdesthermistors(reproduitavecl’autorisation
delasociétéEdinburghSensors,GB).Enbastableaurésumantlechoixdelongueurs
d’ondesdanslemoyen-IRetleprocheIRpourquelquesgaz.

10.8SOURCESETDÉTECTEURSDANSLEMOYENIR

10.8.1Sourceslumineuses

Dansl’infrarougelessourcesseprésententsouslaforme,soitd’ungrosfilament(fig.10.13),
soitd’unbâtonnetcreuxde3à4cmdelong,composéd’unmélanged’oxydesdezirconium
etdeterresrares(sourcedeNernst, ∅ = 3mm)chaufféparunerésistanceintérieure,soit
d’unbarreaudecarburedesilicium(modèleGlobar,nomcommercialdérivédeglowing
bar).Cessourcessontalimentéessousunetensiondequelquesvolts.Portéesvers1500

◦
C,

sansenveloppeprotectrice,ellesdissipentunepuissancedel’ordred’unecentainedewatts,
enémettantdansunlargedomaineallantduvisibleàl’infrarougethermiqueenpassantpar
unmaximumpour l = 3000 / T( l enmicromètresetTenKelvin–adaptationdelaloide
Stefan).L’intensitérayonnéevarieénormémentenfonctiondelatempératuredelasource.

10.8.2Détecteurs

Ladétectiondesphotonsdudomainedel’infrarougeapendant longtempsétédifficile,
causeprincipaledelamédiocresensibilitédespremiersspectrophotomètres. Leprincipe
reposesurl’effetthermiquedesradiations.Suivantletyped’applicationoud’instrument,on
utilisedesthermistors,thermocouples,thermopilesouautrescapteursquelquefoisastucieux
(fig.10.12b).PourlesspectromètresàtransforméedeFourier,ledétecteur,quidoitpouvoir©
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échantillondegazanalysé

M

échantillongazeux

1-sourceIR(900K)
2-celluledemesure
3-chambrederéception
4-chambred'équilibrage
5-sondedemicro-flux
6-voletmotorisé
7-fenêtreenKBr

1 2 3 4

5
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S
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a

b

Figure10.12Deuxmodèlesd’analyseursdegazdetypesimplefaisceau.
a)LalumièreissuedelasourceS,traversed’abordunmontageàbarilletservantdemo-
dulateur.Il comportedeuxcapsulesl’uneR remplieà100%avecdugazàdétecteret
l’autreAavecungazneutre(diazote).EnsuitelalumièretraverseunfiltreinterférentielF
choisienfonctiondelalongueurd’ondedemesure,puislacellule C contenantl’échan-
tillon.QuandlacelluleR estsurleparcours,onobtientuneabsorbancesupplémentaire
connuequi permetdedéduirecelledueaugazrecherché(etdesinterférents)dansla
celluledemesure(adaptéd’unappareil delasociétéServomex,GB);b)lalumièrede
lasource,aprèsavoirtraversélacelluledemesureatteintlacelluleV1 contenantlegaz
deréférence(pourdoserCOparexemple, V1 et V2 contiennentcegaz).Lamesuredu
fluxgazeux,paruncapteurdemicrodébit,circulantentre V1 et V2 estuneindication
desvariationsdepressionentrecesdeuxchambres,doncdurayonnementinfrarouge
absorbéparlegazprésentdans V1 :lerayonnementatteignantV1 serad’autantplus
atténuéquel’échantillondanslacelluledecirculation V contiendradecemêmegaz.
Undisquemodulateursertàhacherlefluxlumineuxpouravoirunsignalpulsé(adapté
d’unappareildelasociétéSiemens).

suivrelesmodulationsrapidesdel’intensitélumineuse,estuncristalpyroélectriqueouun
semiconducteurdutypephotodiode(fig. 10.14). Peuencombrantset légers, ilsont une
faibleinertiethermiqueetuneréponseinstantanéeetlinéaire.

Ledétecteuràeffetpyroélectriqueleplussouventrencontrécomporteunmonocristal
desulfatedetriglycinedeutériée(DTGS)oudetantalatedelithium(LiTaO 3), placéen
sandwichentredeuxélectrodes,dontl’une,semitransparente,reçoitl’impactdufaisceau
optique. Lecristal sepolariseproportionnellement aurayonnement reçu. Il secomporte
commeuncondensateuretnerépondqu’auxvariationsdetempérature.

Ledétecteuràsemiconducteurcomporteunephotodiodequiestutiliséesoitenmode
photovoltaïque(sanstensiondebias)soitenmodephotoconducteur(enappliquantunbias).
IlcontientunejonctionPNquisousl’effetdurayonnementlibèredespairesélectron/trou
quifontapparaîtreuneddpmesurabledansuncircuitouvert.Cetypededétecteurestconsti
tué, pourlemoyeninfrarouge, d’unalliagedemercurecadmiumtellure(MCT)oud’in
dium/antimoine(In/Sb)déposésurunsupportinerte,etpourleprocheinfrarouge,desul
furedeplomboud’unalliageindium/gallium/arsenic.Lasensibilitéestamélioréelorsque
cesdétecteurssontrefroidisàlatempératuredel’azoteliquide(77K).
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Figure10.13Spectred’émissiontypiqued’unesourcedumoyeninfrarougeetdessind’unesource
simple.

Enpointillésest représentéelacourbethéoriqued’émissiond’unesourceparfaite
(rayonnementducorpsnoir,àlatempératurede1000◦C).Suivantlemodèledesource,
deséparatrice,dedétecteur,onenregistreunecourbeexpérimentalederéponsequidif-
fèresensiblementdelacourbethéorique.Onremarqueraenparticulierqu’entre4000
et400cm−1.L’intensitélumineuseestdiviséeparunfacteurde10environ.Lessources
ontuneduréedeviedeplusieursannées.

détecteurpyroélectrique détecteuràsemi-conducteur

rayon.IRt rayon.IRt
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facenoircie
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Figure10.14Détecteursdansl’infrarouge.
Principedefonctionnementdesdétecteurspyroélectriqueetàsemi-conducteur. Au
centre,aspectgénéraldudétecteuretdesonboîtier. Enbas, plaged’utilisationdes
principauxdétecteurs.

10.9EXAMENDESÉCHANTILLONS

Lesspectressontacquisàpartird’échantillonsobservéssoitpartransmission,soitparré
flexion. Cesecondprocédé, devenucourantdansl’infrarougeestàl’originedeplusieurs
techniquespourl’examendetoutessortesd’échantillonssolides, gazeuxet desolutions
aqueuses.

10.9.1Matériauxoptiques

Lesmatériauxoptiquestraditionnelsutilisésdanslevisibleouleprocheinfrarougede
viennentopaquesdanslemoyeninfrarouge.Pourlesparoisdescellulesoulesfenêtresdes©
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détecteurs,ondoitdoncutiliserd’autresmatériauxcristallisésouamorphes,chacunayantsa
plagespectraled’utilisation.Onendénombreunebonnedouzaine.Lespluscourantssontle
chloruredesodium(NaCl)etlebromuredepotassium(KBr)déjàsignalés.Commeilssont
fragilesetsolublesdansl’eau,onleurpréfèrequelquefoisl’ioduredecésium(CsI,transpa
rentjusqu’à200cm

−1),lechlorured’argent(AgCl),leKRS5(bromoioduredethallium)et
mêmelediamant,substancesduresetinsolubles,malheureusementpluschères.Signalons
enfinlesAMTIR(AmorphusMaterialTransmittingInfraredRadiation),verrescomposés
degermanium,d’arsenicetdesélénium(ex.Ge 33As12Se55).

10.9.2Procédéspartransmission
 Lesgaz, dont lesabsorbancessont faibles, nécessitent descellulespourlesquellesle

trajetoptiquepeutêtretrèsgrand.Ilestauminimumdequelquescentimètres(fig.10.15)
maisilpeutatteindreplusieurscentainesdemètres,parlejeudemultiplesréflexionsdu
faisceauinfrarougesurdesmiroirsinternesàlacellule.Levolumedelacelluledevient
alorsimportant(0,2L).
EnrevanchelatechniquecoupléeCPG/IRfaitappelàdescellulesàgazfiliformes(light
pipes)dontlevolumenedépassepasquelquesdizainesde mL( = 10cmet ∅ < 1mm).
Laparoilatéraleinterneestdorée,pourprovoquericiencoredesréflexionsmultiples.

fenêtresKBr

bouchonàvis

intercalaire

jointstoriques

fenêtreKBr

supportdecellule

cellule(verrePyrex)

fenêtreKBr

Figure10.15Cellulesdanslemoyeninfrarouge.
Vueséclatéesd’unecelluleàgazàtrajetoptiquedirectetd’unecellulesimplepour
filmsliquides(reproduitavecl’autorisationdelasociétéSpectraTech).Cetteconception
classiquedescellulesdémontablespourlemoyeninfrarougeestdueàlanaturedes
matériauxchoisispourlesfenêtres.Dansleprocheinfrarouge,parcontre,lescellules
sontenquartzcommedansl’UV-VIS.

 Lesliquidessontétudiés,dumoinspourlesapplicationsqualitatives,avecdescellulesà
paroisdémontablescomportantdeuxdisquesdeNaCloudeKBrentrelesquelsonécrase
modérémentunegouttedel’échantillonpourenfaireunfilm.Pourlesdosages,onprend,
selonlalongueurd’ondedelamesure,soitdescuvesenquartzInfrasil(trajetoptiquede
1à5cm), soit descuvesenmatériauxconventionnels, dont l’épaisseurest contrôlée
(fig.10.15).
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 Lessolidessontplusdifficilesàétudier.
Silesolidepeutêtremisensolution, onestramenéaucasgénéraldel’examend’un
liquide,sachantbienqu’iln’existemalheureusementpasdesolvanttransparentsurtoute
l’étenduedumoyeninfrarouge. Ceprocédépermet defairedesmesuresquantitatives
danslespartiesduspectrepourlesquelleslesolvantn’absorbepas.
Silesolidepeutêtreréduitenpoudrefine(idéalementenparticulesdemoinsde1 mm),
onendispersequelquesmilligrammesdansunmilieuqui jouelerôledematrice, tel
unehuiledeparaffine(encoreappeléeNUJOL)oudubromuredepotassiumanhydre
(KBr).Celapermetàlafoisdediminuerlafortedispersionoptiquecauséeparl’interface
particule/ airetdemaintenirlesolidesurletrajetoptiquedel’appareil.Onlimited’autant
pluslespertesdelumièrepardiffusion,quelesolideaétéréduitenpoudreplusfine.

LeNUJOLneprésentequetroisbandesprincipalesd’absorptionendehorsdesquelles
lespectredel’échantillonest exploitable. Onpeut complétercepremierspectreparun
secondréalisédansl’hexachlorobutadiène,enrevanchetransparentdanslesdomainesoùla
paraffineabsorbe. QuantauKBr, onlebroieaveclesolidedansunmortierenagate. Ce
mélangeestensuitecomprimésousformed’unpetitdisquetranslucideàl’aided’unepresse
hydrauliqueoumanuelle(pressionde5à8t / cm

2
).

10.9.3Procédésparréflexionpourleséchantillonssolides

L’obtentiondespectresparréflexionestunealternativeauxprocédésprécédents(fig.10.17).
Lesdispositifscorrespondantssont baséssurlaréflexiontotaleatténuéeoularéflexion
spéculaireoularéflexiondiffuseetnesontutilisablesqu’aveclesIRTF, sachantqueles
spectresobtenusenlumièreréfléchiedoiventsubirdescorrectionsaumoyendelogiciels
pourlesrendrecomparablesauxspectrespartransmission.

Lorsqu’unfaisceaulumineuxarriveàlasurfaced’unmilieudontl’indicederéfraction
estdifférent,ilpeutsubir,suivantl’angled’incidenceetlesensdelavariationdel’indice,
soituneréflexiontotalecommesurunmiroir, soituneréflexionatténuéeaprèsavoir, en
partie,pénétrédanslesecondmilieu(quelquesmicromètresseulementpourlemoyeninfra
rouge).Lacompositionspectraledufaisceauréfléchidépenddelafaçondontvariel’indice
deréfractiondumatériauetducomposéétudiéaveclalongueurd’onde.

 AccessoiredeRéflexionTotaleAtténuée(ATR).Onfaitsubiraufaisceauoptiqueune
ouplusieursréflexionsàl’interfaceentrel’échantillonetunmatériautransparentdans
ledomainedelongueurd’ondechoisi, d’indicederéfractionnélevétellegermanium
(n = 4),l’AMTIR(n = 2,5),lediamant(n = 2,4)ouleKRS −5(n = 2,4)surlequelil
aétédéposé(fig.10.16et10.17a).Sil’angled’incidenceestsupérieuràl’anglecritique,
lalumièrenepénètrequefaiblementdansl’échantillonàuneprofondeurdequelques
dixièmesdemicromètreenvironquidépenddelalongueurd’onde,desindicesderéfrac
tionducristaletdel’échantillonetdel’angled’incidence.Onditqu’onestenprésence
d’uneondeévanescente.Lasuccessiondeplusieursréflexionstotalesmaisatténuéesde
cetypeconduitàuntrajetoptiqueeffectifcomparableàceluiquiauraitétéobtenupar
transmission.Oncorrigenéanmoinslespectrepourtenircomptedelaprofondeurdepé
nétrationdontonsaitqu’elleaugmenteaveclalongueurd’onde.
Ceprocédéestdevenuindispensableparsuitedesapolyvalence, pourleséchantillons
solides, lespoudres, lesliquidesaqueuxet mêmelesgaz. Danscertainsdispositifsle
cristalestplongéauseinducomposéàanalyser.
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Figure10.16DispositifATRàtroisréflexionsetexemplesdespectres.
Lepetitdisqueendiamant(diamètre0,75mm)permetd’isolerl’échantillonexaminé
ducristal deZnSe. Saduretéetsoninertiechimiquelerendentapteàl’examende
toutessortesd’échantillonsdursquel’onappuieàsasurfaceoucontenantdel’eau.
Àtitred’exemplessontreproduitsdeuxspectresobtenusavecunteldispositif.Spectre
obtenuàpartird’unegoutted’acidesulfurique(H2SO4 1M)déposéecommeéchantillon
(reproduitavecl’autorisationdelasociétéSensIR). Spectredel’eauà25 ◦Cetdela
vapeurd’eausurchauffée(250◦C)(Intl.Lab.32,(2),2002).

Sondesàfibresoptiques–LatechniqueATRseprêteàl’étuded’échantillonsàdis
tancedubancoptiquedel’appareilparemploidefibresoptiquesadéquates,c’estàdire
transparentesdansl’infrarougesurunedistancedequelquesmètres.Ellesseprêtentno
tammentàlaréalisationdesondesimmersivesdansleproduitàanalyser,cequipermet
desanalysesrapidesdecontrôledansunenvironnementdifficileouagressif.

 AccessoiredeRéflexionSpéculaire.Ilestréservéauxéchantillonsréfléchissantunmi
nimumdelumière(filmsdepolymères, vernis, certainsrevêtements...). Cetaccessoire
mesurelaréflectance,c’estàdirelalumièreréfléchieparl’échantillondansunedirection
d’observationsymétriquedeladirectionincidente(fig.10.17b).Lesradiationsrecueillies
ressemblentpartiellementàlalumièreincidenteenpartieabsorbée.Ellestraduisentsur
toutlesvariationsd’indicederéfractionducomposéenfonctiondelalongueurd’onde.
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Encomparant, aprèsenregistrement, pourchaquelongueurd’onde, laréflexionspécu
laireIdel’échantillonàlaréflexiontotaleI 0 obtenueenremplaçantl’échantillonparun
miroird’aluminium,l’appareilcalculelespectrederéflectanceR = I / I0 = f( l ).En
fin,enappliquantàcespectreunetransformationmathématiqueditedeKramersKronig
(K–K),onaboutitàunspectrecalculé,présentéenpseudoabsorbance,quasimentiden
tiqueàceluiqu’onobtiendraitpartransmission(fig.10.17b).

 AccessoiredeRéflexionDiffuse. Il s’agit d’undispositifcomportant unagencement
demiroirsdestinéàrecueillirunepartiedelalumièrediffuséeparl’échantillonfine
mentdisperséaupréalabledansduKBrenpoudre(fig.10.17c).Parcomparaisonavec
unenregistrementderéférenceobtenuàpartirdeKBrpur,suivied’unecorrectionma
thématiqueditedeKubelkaMunk, onobtient, iciencore, unspectrecomparableàun
enregistrementissud’unprocédéclassiquepartransmission.Pluslongdemiseenœuvre
cettetechniqueestpratiquementabandonnéepourcetteraison.
Lafigure10.18comparecestroisapprochesàpartirdedeuxcomposésorganiques.

10.10SPECTROSCOPIED’IMAGERIECHIMIQUE

Lagrandesensibilitédesdétecteursautorisel’étudepartransmissionouréflexiondepetits
échantillons,telsceuxquipeuventêtreexaminéssouslechampd’unmicroscopeoptique.
Lafocalisationdufaisceausurunezonedequelquesmicromètresseulementpermetdefaire
unecartographieliéeàlacompositiond’échantillonsprésentantunemicrostructure.L’appa
reillageestcomposéd’unspectromètrecoupléàunmicroscoped’observation(fig.10.19).

Beaucoupdecomposésindustrielsounaturelsseprésententcommedesmélangessolides
hétérogènes.Lesméthodesd’analysetraditionnellesmenéesàpartird’échantillonsdeces
matériauxconduisentàdesvaleursmoyennesconcernantlacompositionatomiquedont
onnepeutsesatisfairedanstouslescas.Laspectroscopieréaliséeponctuellementpermet
aucontrairedeconnaîtreladistributiondesdifférentsconstituantsetmêmelanaturedes
moléculesenchaquepointdelacomposition.Onpourraparexempledansuncompriméà
usagedemédicamentétudierladispersiondel’agentactifdansl’excipient,ouévaluerles
impuretésdansunalimentpourbétail.LesméthodesstatistiquesetchimiométriquesPCA
etPLSsontalorstrèsutiles.

10.11ARCHIVAGEDESSPECTRES

Pouroccupermoinsdeplaceenmémoirequelespectreoriginal, onutilisedeslogiciels
quifontsubirauxpointsexpérimentauxuntraitementmathématiquedenormalisationet
dedérésolutionpourlesremplacerparunnombrepluspetitdevaleurscalculées(unpoint
calculé,parexemple,tousles4ou2cm

−1)quipermettrontderedonneruneimagecorrecte
duspectrededépartparl’opérationinverse.

Lesconstructeursdespectromètresontadoptéunformatdefichiercommunauxdivers
appareilsappeléJCAMP.DX(JointCommiteeofAtomicMolecularandPhysicalData).Il
conservetouteslesvaleursnumériquesduspectred’origine,ainsiquedesrenseignements
surlespectre,stockésdansunfichierASCIInormalisé.Ceformatal’avantagedepermettre
touslesalgorithmesdecomparaisonentrelesspectrespourl’identificationultérieure.
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Figure10.17Accessoirespermettantl’étudedeséchantillonsparréflexion.
a)dispositifsATR(réflexiontotaleatténuée)aveccristalpyramidalpourréflexionsmul-
tiplesetmodèleàuneseuleréflexionpourmicro-échantillonssolides(l’applicationd’un
poidspermetd’améliorerlecontactdel’échantillonsurlecristaldeformearrondie).For-
muledebaseetnotiond’anglecritique;b)dispositifparréflexionspéculaire.Parcours
optiquedansundispositifàanglefixede30 ◦ pourleséchantillonstrèsréfléchissants
etde60 ◦ danslecascontraire;c)schémaoptiqued’undispositifpourréflexiondiffuse
etdessinàvued’uneréalisationSpectra-Tech.



10 • Spectrométriedumoyenetduprocheinfrarouge 195

40004000 20002000 450450

A
bs
or
b
an
ce

spectreobtenu
partransmission

acidebenzoïque
résolution:4cm-1
partransmission

acidebenzoïque
résolution4cm-1
parreflexiondiffuse

nombred'onde(cm-1)

4000 2000 1500 10003000

K
u
b
e
l
k
a

M
u
n
k

A
b
s
o
r
b
a
n
c
e

0,0

0,4

0,4

0,0

CO2Me

nMe

CO2H

acidebenzoïque

polyméthacrylatedeméthyle
PMMA

KK

KM

Corr.

Reflexionspéculaire

Réflexiondiffuse

Réflexion
totaleatténuée

A
bs
.

P
se
ud
o
A
b
s.

K

Ref.

Ref.

b

a

Figure10.18Spectresenreflexion.
a)Àpartird’unéchantillondeplexiglas,onaréunilestroistypesderéflexions.Agauche
lesspectresbrutsetàdroitelesspectresaprèscorrection.Enhaut:signal brutderé-
flexionspéculaireetlerésultatenunités«K»parapplicationducalcul deKramers-
Kronig(transformationdelaréflectance);aumilieu,spectreobtenuenlumièrediffuse:
comparaisonduspectrebrutetduspectrecorrigéselonKubelka-Munk;enbasspectre
obtenuparATR, cederniernécessiteunecorrectionpeuimportantediminuantl’ab-
sorbancepourlesgrandeslongueursd’ondequi seraitsurévaluée;b)comparaisonde
2spectresdel’acidebenzoïque, l’unpartransmission, l’autreparréflexiondiffuseet
correctionK-M.
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ouverturevariable

échantillon

objectifde
Cassegrain

condenseur
deCassegrain
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Figure10.19TrajetoptiquedansunmicroscopeIRassociéàunspectromètre
(modèleIR-PlandelasociétéNicolet).

L’échantillonpeutêtreobservéentransmission(dessindegauche),ouenréflexionspé-
culaire(dessindedroite).Cetaccessoires’installesurunspectromètredontlefaisceau
estdévié. L’optiqueCassegrainquiestappropriéepourl’examendespetitsobjetsa
aussipouravantagedansl’IRquelalumièreestréfléchieàlasurfacedemiroirs,sans
avoiràtraverserdeslentillesoptiques.
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Figure10.20TracédeGram-Schmidt.

Reconstitutiontridimensionnelleétablieendifféré,entre1400et900cm−1 d’uneso-
lutioncontenant10mg/mLdes3sucressaccharose,glucoseetfructose,parCLHP/IRTF
(volumeinjectéde50mL),d’aprèsR.KelleretColl.,Anal.Chem.Vol.69,p.4288,1997.
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DanslestechniquescoupléesCPG/IRTFet CLHP/IRTFleschromatogrammess’ins
crivententempsréelàl’écran. Ilssontissusd’unprocédédecalculrapide, l’algorithme
deGramSchmidt,quiprenddirectementencomptelesinterférogrammescaptésplusieurs
foisparsecondependanttouteladuréedel’élution.Ceuxciserventd’indicateurd’intensité
dusignal.LesspectresIRindividuelssontobtenusenmodedifféré.Ilsserventnotammentà
identifierlescomposéséluésetàreconstituerdes«pseudochromatogrammes»(fig.10.20).

10.12COMPARAISONSDESPECTRES

L’identificationdescomposéspeutêtrefacilitéeàconditiondedisposerdespectrothèques
généralesouspécialisées(polymères,solvants,adhésifs,moléculesorganiquesclasséespar
fonctions)queproposent plusieurssociétésouéditeurs(Aldrich, Sigma, Sadtler, Hum
mel...). Pourquelescomparaisonssoient fiables, lesspectresarchivésdoivent avoirété
obtenusàpartirdecomposésdanslemêmeétatphysiquequelecomposéàidentifier(en
phasegazeuseparexemple, lorsqu’ils’agitdelaméthodeCPG/IRTF). Généralementles
spectresenbibliothèquesontnormalisésenattribuantàlabandelaplusintenseuneabsor
banceégaleàl’unité.

Lespectreàcomparerestd’abordmisenconformité(absorbanceetlongueursd’onde)
aveclemodèledesspectresenbibliothèque.Larechercheconsisteenunecomparaisonma
thématiqueduspectreducomposéinconnuavectousceuxquiformentlaspectrothèque
considérée,pourétabliràl’issuedelasessionderechercheunclassementdesspectresles
plusvoisinsassortid’unindicedefiabilitépourchacund’eux.L’analystedoitexamineravec
attentioncesrésultatsquiontpourobjectifdel’aideretnondesesubstitueràlui,carsion
changel’algorithmedecomparaison,leclassementfinalestdifférent.Lesmeilleuresmé
thodesd’identificationpassentplutôtparlesprogrammesinteractifsdanslesquelsl’analyste
estmisàcontributionafindedéfinirdesfiltrespourresserrerlechampd’investigation.

L’algorithmedeladifférenceabsolueestleplussimple:pourchacundesj spectresde
laspectrothèque,onfaitlasommeSj,pourlesnpointsd’abscissesdéfinis,desdifférences
absoluesentrel’absorbancedel’inconnuetcelleduspectrej delaspectrothèque(formule
10.10).OnclasseensuitelesjsommesS j parordrecroissant.Lerésultatestprésentéassorti
d’unindicedecorrélation.

SJ =
n

i=1

yréf(J)
i

− yinc .
i (10.10)

Onpeutchoisird’autresformules:remplacerlesdifférencescidessusparleurscarrésou
parlesdifférencesdecescarrésouencorefaireladifférencesurlesincrémentsentreles
deuxpointsconsécutifs. Chaquealgorithmeminimiseoumet envaleurcertainsfacteurs
(différencesd’intensité,bruitdefond,différencedepente...).

10.13ANALYSEQUANTITATIVE

Laprécisiondesmesuresd’absorbanceetlespossibilitésderetraitementdesspectresont
favorisél’analysequantitativeparinfrarouge.Laméthodeestdevenuetrèsutiliséeàlafois
parcequ’ilestfaciledanslemoyenIRderepérerdansunspectredemélangedesbandes
spécifiquesaucomposéàdoseretparcequ’ondisposedeméthodesdetraitementstatis
tiquesefficacespourleprocheIR.
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Certainsanalystesconsidèrentencorequelesappareilsdispersifsàdoublefaisceausont
préférablesauxappareilsIRTFpourl’analysequantitativeparcequ’ilssontlesseulsàcom
parerlesintensitéstransmisessurlesdeuxvoies(deréférenceet échantillon)aumême
instant.

10.13.1Analysequantitativedanslemoyeninfrarouge

Pourleséchantillonssolidesdispersésauseind’undisquedeKBrdontl’épaisseurn’estpas
mesurableavecprécision,onajouteuncomposéàusagederéférenceinterne(carbonatede
calcium, naphtalène, nitruredesodium), enégalequantitéàtouslesstandardsainsiqu’à
l’échantillon.

Pourlesliquides,lesmesuresd’absorbancesefontdansdescuvesàparcoursoptique
faible,pourminimiserl’absorbancepropreausolvant,dontaucunn’estvraimenttranspa
rentdanscedomaine. L’incertitudesurlavaleurde estliéeàlafragilitédesmatériaux
utiliséspourfairelesfenêtresdescellulesetàleurconstruction.Celaimposed’étalonner
périodiquementleurtrajetoptique.

85

80

75

1200 1100 1000 900cm -1

%T

ray.IR
S1

S2

Figure10.21Calculdel’épaisseurd’unecelluleparlaméthodedesfrangesd’interférences.

Àgauche,réflexionssurlesparoisd’unecuve(pourplusdeclarté,l’angled’incidence
dufaisceausurlacelluleestdécalédel’incidencenormaled’unpetitangle;àdroite,
partied’unenregistrementobtenuàpartird’unecellulevide.Ondénombre12franges
entrelesdeuxflèches.Lecalcul(expression10.11)conduiticià = 204 mm.

Lamesureexactedutrajetoptiquedanslescellulesdefaibleépaisseursefaitparunemé
thodeinterférométrique.Onenregistrelatransmittancedelacellulevideentredeuxnombres
d’onde n1 et n2.Onvoit,figure10.21,quelerayonS 2 asubiunedoubleréflexionsurles
paroisinternesdelacellule,sibienquepouruneincidencenormale,onaura,si2 = kl ,
additiondesdeuxintensitéslumineuses(lesdeuxrayonsS 1 directetS 2 sontalorsenphase).
Enfonctiondelalongueurd’onde,ilseproduitunemodulationdufaisceauprincipalS 1 de
quelquespourcents.Aprèscalculs,siNestlenombredefrangescomptéesentre n1et n2 (en
cm

−1),onaboutità:

(cm) =
N

2(n1 −n2)
(10.11)

Ilfautégalementtenircomptedufondd’absorptionquisemanifesteassezsouventsur
unebonnepartieduspectre. Il dépendenparticulierdelamanièredont aétépréparé
l’échantillon. Lesabsorbancesétantadditives, ilfautdoncsoustrairedel’absorbanceto
talecellequin’estpasdueaucomposéàdoser. Onévaluecelleciparlaméthodedela
tangente(fig.10.22).
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Figure10.22Correctiondufondd’absorption.
Ensupposant, quedans l’exemplereproduit ci-contre, lame-
suredeconcentrationestbaséesurl’absorbancedelabandeà
970cm−1,ilfautretrancheràl’absorbancetotale(0,29),lefond
d’absorptionde0,05,cequiconduità0,24u-abs.

10.13.2Analysequantitativedansleprocheinfrarouge

Dansleprocheinfrarouge,lesbandesd’absorptionontpouroriginelesharmoniquesoudes
combinaisonsdesvibrationsfondamentalesdumoyeninfrarouge.

Lamoléculed’eauadecepointdevueétéparticulièrementbienétudiée.Enpremière
approximationlabandequi apparaît vers5154cm

−1 (1940nm, voirfigure10.23)ré
sultedelacombinaisonentrelavibrationasymétriquesituéeà3500cm

−1 etlavibration
dedéformation(cisaillement, voir§10.6)à1645cm

−1(fig. 10.16). Cescalculssimples
(3500+1645 = 5145)nesontqu’uneapprocheimparfaitequiocculteuncertainnombre
defacteursdontl’étatphysiquedescomposésauquell’infrarougeestsensible.Desapproxi
mationssemblablespeuventêtrefaitespourlesbandesdecombinaisondesliaisonsC–H,
N–H,C–O...dansleprocheinfrarouge.

Danscedomaine, essentiellement réservéauxanalysesdecontrôle, etoùlesspectres
brutssontassezsouventd’aspectdéroutantparleurabsencedebandesd’absorbancenettes,
onnepeutquetrèsrarementutiliseruneméthoded’étalonnagebaséesurl’absorbanceà
uneseulelongueurd’ondecommeenspectrométrieUV–VIS(cf. chapitre9). Pourbeau
coupd’échantillons,commelesmatricescomplexesd’origineagroalimentaire,ilestnéces
saire,pourétalonneretpourvalider,dedisposerdenombreusesréférencesreprésentatives,
ellesmêmesmesuréesparuneméthodeayantfaitsespreuves(Kjeldhal,parexemple,pour
l’azotedesprotéïnes).Ainsin’estilpasrared’établirdescorrélationsavec50échantillons
deréférencetrèssemblablesàceuxqu’onseproposededoser.Denombreuxproduits(pro
téines,huilesdanslesgraines,viandes),peuventêtreanalysésparcetteméthode,enroutine
etsanspréparation.D’unemanièregénéraleonrechercheunerelationentrecertainesab
sorptionsetlaprésenceduoudesconstituantsàdoserdanslamatièreàanalyser.C’estle
domainedel’analysecorrélative.

Lesbandesd’absorptionsontpeuintenses.Pourcetteraison,lesmesuressonteffectuées
dansdescuvesde1cmdeparcoursoptique,etsurlecomposésansdilution.Onopèreen
transmissionouenréflexion(parexempleondoselesprotéines, lesmatièresgrasses, la
celluloseoul’amidonparréflectance).

Lepassageparlescourbesdérivéesaméliorelaprécision(fig.10.23).

Certainslogicielsfont appel àdesméthodesconnuessouslenomdeMLR(Multiple
LinearRegression)cequipermetdetraiterstatistiquementungrandnombredepointsde
mesurepourétabliruneéquationd’étalonnage.Cesméthodeschemiométriquesmodélisent©
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l’ensembledetouteslesabsorptionsmesuréesauxdifférenteslongueursd’onde, qu’elle
qu’ensoitl’origine:constituantàdoser, matriceouartefactsdel’appareil, sontcouram
mentutilisées(méthodePCA(PartialComponentAnalysis)etméthodePLS(PartialLeast
Squares)).

Enrésumé, bienquecertainsdosagesdansleprocheinfrarougenesoientpastoujours
trèssensibles,ilssontréputéspourêtremaintenanttrèsfiables.
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Figure10.23Courbesdérivées.
Comparaisondesspectresdedérivéesecondedansleprocheinfrarougedel’eaupure
etd’unmélangemoitiéeau/moitiéméthanol.Onremarquequ’il estpossiblededoser
leméthanolàpartirdupicsituévers2,3 mm,sansinterférenceaveclesignaldel’eau
situévers1,94 mm.Danscettegammespectrale,considéréecommel’extensiondela
plageduvisible,leslongueursd’ondesontplutôtexpriméesennmou mm.

QUELQUESSITESSURINTERNET
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fossnirsystems.com www.mattsonir.com
www.midac.com www.nicolet.com
www.perkinelmer.com www.shimadzu.com
www.varianinc.com www.zeltex.com
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202 Exercices

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice10.1
a) Quelleest l’énergietransportéeparuneradiationdéfinieparunnombred’ondede
1000cm

−1 ?
b)Transformer l = 15 mmencm

−1,puisenm
−1. Àquellelongueurd’ondecorrespond

1700cm
−1 ?

Exercice10.2
Sachantquelapositiondelabanded’absorptiondelaliaisonCHduchloroforme(trichlo
rométhane)està3018 ,5cm

−1,prévoirlapositiondelabanded’absorptiondelaliaison
CDdudeutérochloroforme( nexp . :2253cm

−1).

Exercice10.3
Laliaisonentredeuxatomesd’unemoléculebiatomiqueestcaractériséeparuneconstante
deforcede1000N / m.Cetteliaisonestresponsabled’uneabsorptionsituéeà2000cm

−1.
Enadmettantquel’énergiedelaradiationincidenteesttransforméeenénergiedevibration,
trouverunevaleurapprochéedel’augmentationdel’élongationmaximumdecetteliaison.

Exercice10.4

Sachantquelafréquencefondamentaledumonoxydedecarboneestde2135cm
−1 dansle

tétrachloruredecarbonecommesolvant,endéduirela«constante»deforcedelaliaison
decettemoléculedanscesconditions.

Exercice10.5
UncristaldeZnSe(n = 2,4)desectionparallélépipédique,utilisédansunaccessoireATR
horizontal,apourdimensionsL × l ×d = 24 ×8 ×3mm.L’angled’incidenceestde45

◦
.

Ondéposeuncomposéd’indice1,4surtoutelafacesupérieureducristal.
a)Calculerl’anglecritiquedececristallorsqu’ilestrecouvertducomposé.
b)Calculerlenombrederéflexionssurlafacesupérieure.
c)Endéduirel’épaisseurtotaleéquivalenteà4000età400cm

−1 enadmettantquepour
chaqueréflexionatténuéelalumièrepénêtred’unedistanceégaleàunelongueurd’onde.
d)Quellecorrectionestilutiled’effectuerpourrendrelespectreéquivalentàunspectrepar
transmission?

Exercice10.6
Parmilesfilmsd’emballagecommerciauxontrouvedescopolymèreséthylène/acétatede
vinyle(EAV).Pourdéfinircesmatériauxoncalculele%d’acétatedevinyle(AV).Onse
basesurl’intensitédelabandesituéeà1030cm

−1. L’absorbanceestdéterminéeparla
méthodedestangentes. Lesrésultatsconcernant 4filmsEAVdecompositionconnueet
d’unfilmEVAinconnu,dontlesépaisseurs(en mm)sontdésignéespard,sontrassemblés
ciaprès.
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EVA %AV A1030 A720 d (mm)

1 0 0,01 1,18 56

2 2 0,16 1,55 80

3 7,5 0,61 1,49 82

4 15 0,36 0,45 27

inc. ? 0,7 1,54 90

a)Àquoiestduelabandesituéeà1030cm
−1 ?

b)Entenantcomptedel’épaisseurddufilm,trouverparajustementlinéaire,àpartirdes
résultatscidessus,l’équationdeladroiteA 1030 = f(%AV),pourunfilmde1 mmd’épais
seur.

c)Expliquerpourquoilabandeà720cm
−1 dupolyéthylène(dueauxCH 2)peutêtrechoisie

commeétaloninterne,puiscalculerlerapportA 1030 / A720 pourles4filmsconnus.

d)Enutilisantles2méthodesdécritesenb)etc)calculerlateneurenAVexpriméeen%
del’échantillondefilmEVAinconnu.

Exercice10.7
DosagedeshydrocarburestotauxdansleseauxparspectrophotométrieIR(NormeAFNOR
T90 − 114).

Principe:extractiondescomposéshydrocarbonésparletétrachloruredecarboneenmilieu
acide;séparationdeshydrocarburesdesautresmatièresorganiquesparchromatographie;
déterminationspectrophotométriquedelasommedesabsorbancesauxquatrelongueurs
d’ondedansl’IR:3290nm,3380nm,3420nmet3510nm.

a)Calculer,encm
−1,lesnombresd’ondecorrespondantàceslongueursd’onde.

b)Àquellesvibrationscorrespondentcesnombresd’onde?

c)Pourquoiutilisetonletétrachloruredecarbonecommesolvant?

Préparationdelagammeétalon.

Préparationdelasolutionmère:n −hexadécane(m = 0,375g),isooctane(m = 0,375g),
toluène(m = 0,250g)dansunefioled’unlitreavecCCl 4 commesolvant.

Pardilutiondelasolutionmère,onprépareunegammedesolutionsétalonsdeconcentra
tionsenhydrocarburestotauxégalesà0,1,2,5,10,20,50mg ·L

−1.

Pourchaquesolution,onmesurelesabsorbancesauxquatrelongueursd’onded’étudeeton
enfaitlasomme.Onobtientlesrésultatssuivants:

C( mg ·L−1) 0 1 2 5 10 20 50

A(tot.) 1 0,0217 0,0445 0,1105 0,2210 0,4420 1,1068

Déterminerl’équationdeladroitederégressionlinéaireA(tot) = f(C).Donnerlecoeffi
cientderégressionr.©
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Préparationdel’échantillon.
L’échantillonestprélevédansunflaconenverre,acidifiéàunpHvoisinde2puisconservé
à4

◦
Cenvironjusqu’àanalyse.Dansuneampouleàdécanter,onverse250mLdel’échan

tillonauxquelsonajoute25mLdeCCl 4.Onagite15minpuisonlaissedécanter.Onfiltre
laphaseorganiquesursulfatedesodiumanhydrepuisonlapassesurunecolonnedepurifi
cationensilicatedemagnésium.Onrécupèrelefiltratetonajusteà25mLaveclesolvant.
OnenregistrelespectreIRentre3200et2600cm

−1 etonfaitlasommedesabsorbances
auxquatrenombresd’onded’étude.OntrouveA(tot) = 0,0047pouruneeauderivière.
Calculerlaconcentrationmassiqueenhydrocarburestotauxdel’échantillonétudié.



Chapitre11

Fluorimétrie
etchimiluminescence

Certainscomposésorganiquesouminéraux,liquidesousolides(cristauxmoléculairesou
ioniques), qu’ilssoientpursouensolution, émettentdelalumièrelorsqu’ilssontexcités
pardesphotonsdudomaineduvisibleouduprocheultraviolet.Parmilesapplicationsen
analysedecephénomène, baptiséphotoluminescence, setrouvelafluorimétrie, unemé
thodeàlafoissélectiveettrèssensiblepermettantdetrèsnombreuxdosages.L’intensité
defluorescenceétantenrapportaveclaconcentrationdel’analyte,lesdosagessontfaits
àl’aidedefluorimètresoudespectrofluorimètres.L’extinctionextrêmementrapidedel’in
tensitélumineuselorsquel’excitationcesse, fait également l’objet demesuresàdesfins
analytiques.Paropposition,laphosphorescencesecaractériseparunedécroissancedans
letempsbeaucouppluslente.Lafluorescenceestégalementmiseàprofitdanslaconcep
tiondedétecteursutilisésenchromatographieliquide.Bienquel’origineensoitdifférente,
lachimiluminescence,quiconsisteenémissiondelumièreaucoursdecertainesréactions
chimiques,areçuquelquesapplicationsenchimieanalytique.

11.1FLUORESCENCEETPHOSPHORESCENCE

Beaucoupdecomposés, lorsqu’ilssontexcitésparunesourcelumineusedudomainedu
visibleouduprocheultraviolet, absorbentdel’énergiepourlarestituerparlasuitesous
formed’unrayonnement. Certainsprésentent lafacultéplusoumoinsprononcéederé
émettrequasiinstantanémentàunelongueurd’ondeplusgrandequecelledelalumière
d’origine.Ilssontditsfluorescents(fig.11.1et11.2).Lorsqu’onéteintlasource,l’intensité
lumineusediminueextrêmementrapidementensuivantuneloiexponentielle.

L’expression11.1reliel’intensitédefluorescenceI f(t) etletempsécoulétaprèsl’excita
tion:

If(t) = If(0) · exp [−kt ] (11.1)

Cetteloi dedécroissances’appliqueaussi àlaphosphorescence. Ladifférencetient à
lavaleurdelaconstantekquiestbeaucoupplusgrandepourlafluorescencequepourla
phosphorescencecarcellecidécroîtbeaucouppluslentement.Laduréedeviedefluores
cence t0 estdéfinieàpartirdekpar t0 = 1/ k.Àl’instant t0,l’intensitéI f(t) vaut,d’après
11.1, 36,8%del’intensitédedépart If(0).Autrementdit,uncomposéfluorescentcorres
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pondàl’échellemicroscopiqueàunepopulationd’espècesindividuellesdont63 ,2%sont
revenuesàunétatnonémissifaprèscetemps. t0 estdel’ordredequelquesnanosecondes.
Pourfaciliterlesmesuresdefluorescence,lesinstrumentscourantsopèrentenrégimesta
tionnaire,c’estàdireenmaintenantlasourced’excitationallumée,avec,encontrepartie
l’obligationévidentededifférentierlalumièredelasourceetcelledefluorescence.

Lafigure11.1illustreparunexemplel’apparentesymétrieenmiroirdesspectresd’absor
banceetdefluorescencedenombreuxcomposés.Pourobtenircettereprésentationonréunit
surlemêmegrapheavecunedoubleéchelle,lespectreenabsorbanceetceluienémittance.

a
bs
or
ba
nc
e

é
m
itt
an
ce

longueursd'onde(nm)

Absorption Fluorescence

235 285 335

HC
2

HC
2

HCHC2

CH
2

C C
CH

2CH

Figure11.1Représentationsurunmêmegraphedesspectresd’absorption
etdefluorescenced’uncomposééthylénique.

Lespectredefluorescencequi ressembleàl’imagedansunmiroirduspectred’ab-
sorption, ainsi quele«Stokesshift »peuvent s’interpréterenconsidérant lesdia-
grammesénergétiques(fig.11.2).ExempleextraitdeH..JacobsetColl, Tetrahedron
1993, p.6045.

Fluorescencerésoluedansletemps.L’avènementdesourceslumineusesàimpulsions
ultrabrèves(laserspicosecondeetdiodeslaser)permetd’accéderauxcourbesdedécrois
sancedelafluorescenceenfonctiondutemps. Denouvellesapplicationsbaséessurla
connaissancedesduréesdevieendécoulent, maisellessont encorepeunombreusesen
analysechimique.

11.2ORIGINEDELAFLUORESCENCE

Soumiseàl’excitationlumineuse, lamoléculeducomposé(lesoluté, dansl’étatélectro
niquefondamentalS 0),estportéedanssonpremierétatélectroniqueexcitéS 1.Sesélectrons
etceuxdesmoléculesenvironnantesdesolvantserééquilibrentquasimentinstantanément;
maislespositionsdesnoyauxdesatomesenrevancherestentidentiquesàcequ’ellessont
dansl’étatfondamental(c’estleprincipedeFranckCondon).Lesystèmesoluté / cagede
solvantétantainsihorséquilibre,ilvaévoluerversuneconformationplusstabledel’état
électroniqueexcitéS 1 (fig. 11.2). Trèsrapidement, (10

−12 s), pardesprocessusditsde
conversioninterne,lesmoléculesrejoignent,sansémettredephotons,l’étatV 0 duniveau
S1.Siceniveauestcompatibleavecleniveaufondamentallesystèmepeutyredescendre
paruneétapedefluorescence(10

−11 à10
−8 s)aucoursdelaquellelesmoléculesretournent
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dansundesétatsvibrationnelsdel’étatS 0 initialenémettantdesphotons.Aucoursdela
fluorescencequiaccompagneleretouràl’étatinitial,lamoléculepeutconserverunepar
tiedel’énergiereçuesousformed’énergievibrationnelle.Cetexcèsd’énergiedevibration
estdissipéparcollisionsouautresprocessusnonradiatifsbaptisésmécanismesderelaxa
tionvibrationnelle.Ilpeutseproduireégalementuneémissiondephotonsbeaucoupmoins
énergétiques,àl’origined’unefluorescencesituéedanslemoyeninfrarouge.

absorption fluorescence phosphorescence

E

S0 S0

T
1

V1

V1

V2

V
2

V0

V
0

V3

V
3

V4

V
4

S1

désactivation
nonradiative

(relaxation
vibrationnelle)

Figure11.2Diagrammeénergétiquecomparatifdelafluorescenceetdelaphosphorescence.
Lesflèchescourtescorrespondentàdesmécanismesdeconversioninternesansémis-
siondephotons.Lafluorescencerésultedetransfertsentreétatsdemêmemultiplicité
(mêmeétatdespin), etlaphosphorescenceentreétatsdemultiplicitésdifférentes.
L’étatT1 produitunretarddansleretouràl’étatfondamental pouvantatteindreplu-
sieursheures.Le«stokesshift»correspondàl’énergiedissipéesousformedechaleur
(relaxationvibrationnelle)pendantladuréedeviedel ’étatexcité,doncavantqueles
photonssoientémis. Lasituationréelleestpluscomplexequecediagrammeunpeu
tropsimplifié, ditdeJablonski, peutlelaissersupposer. Ànotreéchelle, uncomposé
peutêtreàlafoisfluorescentetphosphorescentcaràl’échellemoléculairelesespèces
individuellesquilecomposentn’ontpaslemêmecomportement.

Laphosphorescencecorrespondàunmodededésexcitationpluscomplexe. Aprèsla
phased’absorptioncorrespondantautransfertd’unélectrondansunniveauS 1 (étatsingu
let), onassiste, silarelaxationvibrationnelleestassezlente, auretournementdespinde
l’électronpourconduireàunétatT 1 unpeuplusstable(étattriplet).Decefait, leretour
ultérieurauniveaufondamentalestralentipuisqu’ilimpliqueunnouveauretournementdu
spindecetélectron.Lesduréesdeviespeuventdépasserplusieursminutes(fig.11.2).

Lasensibilitéenfluorimétrieestsouvent1000foissupérieureàcellequel’onconnaît
enabsorptionUV/visible. Cependant l’usagecorrect decestechniquesexigeunebonne
connaissanceduphénomèneafind’éviterdenombreusessourcesd’erreurs.

Lafluorescenceestsouventleprivilègedesmoléculescycliques,rigidesetpossédantdes
liaisons p.Elleestaugmentéeparlaprésencedegroupesélectrodonneursetdiminuéeavec
lesgroupesélectroattracteurs(fig.11.3).ElledépendégalementdupHetdusolvant.Les
moléculesnonrigidesparcontre, perdentfacilementlatotalitédel’énergieabsorbéepar
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dégradationetrelaxationvibrationnelle. Paranalogie, onpeut comparercephénomèneà
l’effetqueproduituncoupdemarteausoitsurunblocmou,caoutchoucparexemple,soit
surquelquechosededur,commeuneenclume.Surlecaoutchouc,l’énergiesedispersedans
lamasse(échauffement)etaucunbruitn’estémis, enrevanche, surl’enclume, unepartie
del’énergiemécaniqueestretransmiseversl’extérieur(rayonnementsonore),phénomène
comparableàlafluorescence.

biphényle(0,2) fluorène(1)

NH
2

aniline(0,6)

naphtalène(0,55)

8-hydroxyquinoléine

N

OH

fluorescéine(0,92dansNaOH0,1M
et0,65àpH=7)

COOH

OOHO

Figure11.3Composésfluorescentsaromatiques.
LenomestsuividurendementdefluorescenceF f (voir§11.3)dontlavaleurestobte-
nuedeprocheenprocheparcomparaisonavecdescomposésdefluorescenceconnue.
Lesmesuressontfaitesà77 K.La8-hydroxyquinoléineestreprésentativedediverses
moléculesformantdescomplexesdechélationfluorescentsaveccertainsionsmétal-
liques.

11.3RELATIONENTREFLUORESCENCEETCONCENTRATION

Enchaquepointdelasolutionl’intensitédefluorescenceestdifférenteparcequ’unepartie
del’intensitédelaradiationexcitatriceest absorbéeavant d’atteindrelepointconsidéré
etparcequ’unepartiedelalumièredefluorescencesetrouvepiégéeavantdesortirdela
cellule.Globalementlafluorescencereçueparlecapteurdudétecteurcorresponddoncàla
résultantedesfluorescencesdechacundespetitsvolumesindividuelsconstituantl’espace
délimitéparlesfenêtresd’entréeetdesortie(fig.11.4).C’estpourquoilecalculaprioride
l’intensitédefluorescence(émittanceI f)del’échantillonestdifficile.Lephénomèned’af
faiblissementlumineuxappelé«filtreinterne», dûaurecouvrementpartieldesspectres
d’absorptionetd’émission(quenchingcouleur)estaugmentédestransfertsd’énergied’es
pècesexcitéesavecd’autresmoléculesouionsétrangersparcollisionsouformationde
complexes(quenchingchimique).Ainsil’oxygèneentraîneunesousestimationdelafluo
rescence.

Pourlessolutions,ondéfinitlerendementquantiquedefluorescence F f (comprisentre
0et1)parlerapportdunombredephotonsémissurlenombredephotonsabsorbés, ce
dernierétantéquivalentaurapportdel’intensitédefluorescenceI f surl’intensitéabsorbée
Ia (relation11.2).

F f =
nombredephotonsemis

nombredephotonsabsorbés
=

If

Ia
(11.2)
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I0 IFfiltreinterne

préfiltre

c

a b

Figure11.4 Intensitédefluorescence.
Suivantl’endroitdelasolutionoùlafluorescenceestémise, uneintensitélumineuse
variableatteintledétecteur;il estpossibled’évaluerlaréabsorptiondelalumièrede
fluorescence(comparaisonentreaetc)etl’absorptiondelalumièreincidente(compa-
raisonentreaetb).Laprésenced’unirisfaitqueseulelalumièreenprovenancedela
partiecentraledelacuve,estrecueillie.

EnposantqueI a = I0 − It (I t désignantl’intensitédelalumièretransmise),larelation
11.2permetderelierI f àlaconcentrationcducomposé:

If = F f(I0 − It)soitI f = F f · I0 · 1 − It

I0
(11.3)

Sachantquel’absorbanceAestégaleàlogI 0/ I,l’expression11.3devient:

If = F f · I0 ·(1 − 10
−A) (11.4)

Or

10
−A = 1 − 2,303A+

(2,303A)2

2!
−·· + ··

Silasolutionestdiluée, letermeAesttrèspetitetleterme10
−A estdoncprochede

1 − 2,3A.L’expression(11.4)peutêtresimplifiéeetdevient:

If = 2,3·F f · I0 · A soit If = 2,3·F f · I0 · ´· ·c (11.5)

avecI 0 l’intensitédelaradiationexcitatrice,cconcentrationmolairedelasubstance, ´ son
coefficientd’absorptionmolaire, épaisseurdelacuve,et F f rendementdefluorescence.

Cettedernièreexpressionfait apparaîtrequel’intensitédefluorescencedépenddela
concentration(c),desconditionsexpérimentales( , I0)etducomposé( ´,F f).Danslapra
tiqued’undosage,lesparamètrespropresaucomposéétudiéetàl’appareilsontfixes.Enles
réunissantdansunmêmefacteurK,onécrirapourlestrèsfaiblesconcentrations(A < 0,01)

If = K · I0 · c (11.6)

Lesdosagesparfluorimétriefontappelauxnombreusesméthodesclassiquesd’étalon
nageavecuneseuleouplusieurssolutionsderéférence,ouencoreauxméthodesd’ajout,
maispourobtenirdebonsrésultats,lessolutionsdoiventêtretrèsdiluées.

Audelàd’unecertainelimite,lafluorescencen’estplusproportionnelleàlaconcentra
tionparsuitedelanonlinéaritédelaloideBeer.L’excitationestproportionnellementplus
faibleetilapparaîtdescomplexesd’associationentremoléculesexcitéesetmoléculesres
téesàl’étatfondamental.Onaboutitaurésultat,quisembleparadoxal,selonlequellafluo
rescencepeutallerjusqu’àdiminuer.Lacourbedelafigure11.5estl’illustrationgraphique
del’expression11.7endonnantdesvaleursraisonnablesàcesdifférentsparamètres.

If = F ·k · I0 ·10
−(´1 1+´2 2)c ·(1 − 10

−´ c) (11.7)©
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Figure11.5 Intensitédefluorescenceetconcentration.
Modélisationàpartirdelaformule11.7del’effetdelaconcentrationsurl’intensité
defluorescence.Onobserveunmaximumdefluorescenceau-delàduquelellediminue.
Pluslasolutionestconcentrée,plusfaibleestlafluorescence—sortederoll overou
deselfquenching.L ’illustrationcorrespondà3enregistrementsàmêmeéchellede
solutionsdebiacétyledansletétrachlorométhane.Lacourbecorrespondàlalumière
recueillieenprovenancedupetitvolumedecôté situéauseindelasolutioncomme
précisésurlafigure11.4(paramètres et ´ choisisarbitrairement).

11.4DIFFUSIONRAYLEIGHETDIFFUSIONRAMAN

Sileslongueursd’onded’excitationetd’émissionsontvoisinesilpeutyavoirrisquede
confusionentrelafluorescencedel’échantillonetdeuxémissionsparasitesduesausolvant:

11.4.1DiffusionRayleigh

LadiffusionRayleighestlaréémission,àlamêmelongueurd’onde,d’unepetitefraction
delalumièreexcitatricedanstouteslesdirectionsparlesolvantdanslequelsetrouvele
composé(fig.11.6).Sonintensitédépenddelapolarisabilitédesmoléculesdecesolvant.

11.4.2DiffusionRaman

LadiffusionRaman,de100à1000foisplusfaiblequeladiffusionRayleigh,provientdu
transfertd’unepartiedel’énergiedelalumièreexcitatriceauxmoléculesdesolvantsous
formed’énergiedevibration. Lesmoléculesdesolvant réémettent doncdesphotonsde
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moindreénergiequeceuxayantserviàlesexciter.ParrapportàladiffusionRayleigh,le
picdediffusionRamanestdéplacéverslesgrandeslongueursd’onde.Pourchaquesolvant
ladifférenced’énergieentrelesphotonsabsorbésetlesphotonsréémisestconstante, si
bienqu’enmodifiantlalongueurd’onded’excitation,ondéplacelapositiondupicRaman
(tab.11.1etfig.11.6).

Tableau11.1PositionsdespicsRaman,calculéespourquatresolvantsusuelsetcinqlongueursd’onde
excitatricesd’unelampeàmercure

Excitation(nm) 254 313 365 405 436 écart(cm
− 1)

eau 278 350 416 469 511 3380

éthanol 274 344 405 459 500 2920

cyclohexane 274 344 408 458 499 2880

chloroforme 275 346 410 461 502 3020

LadiffusionRamandel’eausertdetestdesensibilitédesfluorimètres.Celuiciconsiste
àmesurerlerapportsignal / bruitdupicRamanavecunecelluleremplied’eau,parexemple
à397nm(25191cm

−1)sil’excitationestrégléeà350nm(28571cm
−1), parsuitedu

décalagede3380cm
−1 propreàcesolvant.

diffusionRaman

longueursd'onde

in
te
n
si
té

(u
ni
té
s
ar
bi
t.
)

diffusionRayleigh
(raieexcitatrice)

lumièrediffractée
(2èmeordreduréseau)

fluorescence

200 300 400 500

100%

picRaman
eau

Rayleigh

5%

350nm

397nm

Figure11.6Lesdiversescomposantesd’unspectredefluorescence.
LapositiondelaraieRamandépenddelalongueurd’ondedelaraieexcitatriceetdu
solvant.Àdroite,testdesensibilitéd’unfluorimètre.

Lafluorescencen’estpasseulementmiseàprofitàdesfinsd’analyse.C’estainsiqu’on
ajouteauxpoudresàlaverlelingeunadditiffluorescentdestinéàs’accrocherauxfibres
textiles.Cecomposéabsorbelesradiationssolairesinvisiblespourl’œiletrestituel’énergie
captéesousformederadiationsdeplusgrandelongueurd’onde, danslapartiebleuedu
spectrevisible.©
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11.5INSTRUMENTATION

Lecomposéfluorescentquifaitl’objetdudosagesecomportecommeunesourcequiirradie
danstouteslesdirections.Parconstruction,l’appareilrecueilleengénérallalumièreémise
suivantunaxequiestperpendiculaireaufaisceaudelalumièreenprovenancedelasource
excitatrice. Pourlessolutionsfortement absorbantes, l’observationpeut sefairedansle
prolongementdufaisceauincidentetpourleséchantillonsopaquesousemiopaquesdans
unedirectionfrontalesousunanglevariable(fig.11.7).Lasourceexcitatriceestsouvent
constituéeparunelampeàarcxénonde150à800watts.Lamesuredel’intensitélumineuse
estfaiteparunphotomultiplicateurouunephotodiode.

Lesolvant,latempérature,lepHetlaconcentrationsontautantdeparamètresquiinter
viennentsurlesintensitésdefluorescence.

Certainsgazàl’étatdetracesdansl’atmosphèreterrestresontquantifiésàpartirdeleur
fluorescencerétrodiffusée, induiteparexcitationd’unetrèscourteimpulsion(1 ms)d’un
puissantlasermonochromatiquequ’ilestpossibled’accordersurunelongueurd’ondespé
cifiqueducomposérecherché(dispositifappelélidar).

source

monochromateur
d'émission

échantillonmonochromateur
d'excitation

observationsous
unangleaiguou
sousunanglede90°

I
F

I
F

détecteur

Figure11.7Agencementdesdifférentescomposantesd’unspectrofluorimètreetlampeàarcxénon.
Lafluorescenceestmesuréeenrégimepermanent«steadystate»,enmaintenantl’exci-
tation,àladifférencedel’étudedelafluorescencedynamique.Deuxgéométries,angle
droitetangleaigu,sontutiliséespourl’examendelalumièreémise.Modèledelampe
àarcxénon.Lapressiondexénondanslalampeestd’environ1MPa.Ceslampesàarc
sansfilament,àenveloppeenverredesilice,sontdessourcesde«lumièreblanche».
Lacathodecorrespondàl’électrodelaplusfine(reproduitavecl’autorisationdelaso-
ciétéOriel).

Deuxgrandescatégoriesd’appareilssontproposéesparlesconstructeurs:
 lesfluorimètresàrapportdefluorescence,
 lesspectrofluorimètres.
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11.5.1Fluorimètresàrapportdefluorescence(méthoderatiométrique)

Lalumièreémiseparlasourcetraversed’abordlemonochromateurd’excitationquipermet
desélectionnerlabandeétroitedelongueursd’onde(15nm)quivaserviràexciterl’échan
tillon. Unepartiedelafluorescenceémiseparlecomposéestcaptéedansunedirection
perpendiculaireouparallèle(selonlesmodèles)aufaisceauincident.Cettelumièretraverse
lemonochromateurd’émissionquisélectionnelalongueurd’ondedemesureavantd’at
teindreledétecteur.Denombreuxconstructeurscommercialisentdesmodèlesavecfiltres
(fig.11.8).Cesappareilssontdetypemonofaisceau.Ilscomportentuncompartimentàtou
relledanslaquellesontplacéesàlafoislescuvescontenantlessolutionsétalons,l’échan
tillonainsiqu’unecuveremplied’uncomposéàusagedestandardfluorescent.Enalternant
surletrajetoptiquelessolutionsétalonsetéchantillonetlestandardfluorescentonme
surelerapport defluorescencequi sert àlafoisàconstruirelacourbed’étalonnageet,
pourl’échantillon,deparamètredemesure.Onélimineainsilesfluctuationspossiblesdela
sourceetbonnombredeparamètresderéglagedel’appareil.Lesstandardscourantsutilisés
danscetteméthoderatiométriquesontgénéralementdessolutionsdesulfatedequinine,de
rhodamineBoude2aminopyridine.

L’emploid’unelampeflashxénoncommesourcepermetd’étudierlafluorescenceaprès
extinctiondelasource.Cetteméthodeestconnueenimmunologieoùlescomplexesfluores
centsobtenusaveclesselsdelanthaneontuneduréedeviedefluorescenced’environ1ms,
suffisantepourêtreàl’originededosagestrèssensibles(del’ordredelapicomole).

source détecteur

filtresd'excitation(10nm)

filtresd'émission(10nm)

fibreoptique

micro-puits

I0 IF

plaquede96micro-puits(0,5mL)

405

460

510
555

590

620355

444

485
530

584

320

Figure11.8Schémaoptiquesimplifiéd’unfluorimètreàlecteurdemicro-puits.
Unefibreoptiqueamènelalumièreexcitatriceauniveaudupuitschoisi etunese-
condefibrerécupèrelafluorescence,ici sousunegéométriefrontale.Pourlecontrôle
desrésultatsenchimiecombinatoireetautresméthodesdescreeningenimmunolo-
gie/enzymologiecesfluorimètrespeuventrecevoirdesmicro-plaquescomportantde6
à384puits.

11.5.2Spectrofluorimètres

Lesspectrofluorimètressontdotésdefonctionsquileurpermettentl’étudepluscomplète
descomposésfluorescents, notamment parl’enregistrement deleursspectresd’émission
etd’excitation(fig. 11.9). Ilsdisposentdedeuxmonochromateursmotoriséspouvantba
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layerchacununebandespectrale. Onobtientlespectred’émissionenmaintenantlalon
gueurd’onded’excitationfixe,etlespectred’excitationenmaintenantlalongueurd’onde
d’émissionfixe.

Lesspectrofluorimètresdisposentdelogicielsquipeuventdéterminerautomatiquement
lemeilleurcoupledelongueursd’ondeexcitation/émission(fig.11.10).

Manuellementleprocessuspeutsefaireparlaméthodedite«unseulfacteuràlafois»:
 onenregistrelespectreUVducomposéavecunspectrophotomètreUV/VIS;
 onrèglelemonochromateurd’excitationalavaleurcorrespondant aumaximumdu

spectred’absorption;
 onenregistrelespectredefluorescence;
 onrèglelemonochromateurd’émissionàlalongueurd’ondedumaximumdefluores

cenceetonfaitvarierlalongueurd’onded’excitation.Onobtientlespectred’excitation
quipermetunmeilleurchoixfinaldelaradiationexcitatrice(quipeutêtredistinctede
cellecorrespondantaumaximumd’absorptionduspectreUV).

PMderéférence

réseau

voletmobile

réseau

monochromateur
d'excitation

monochromateur
d'émission

fentes

détecteur(PM)

miroir
semi-transparent

lampexénon150W

cuve
échantillon

Figure11.9SchémaduspectrofluorimètreShimadzuF-4500.
Unefractiondufaisceauincident, réfléchieparunmiroirsemi-transparent,arrivesur
unephotodiodederéférence.Lacomparaisondessignauxdesdeuxdétecteurspermet
d’éliminerladérivedelasource.Ceprocédéàunseulfaisceaupermetd’obtenirlastabi-
litépropreauxappareilsàdoublefaisceau.Lesspectresprésententsouventdespetites
différenceslorsqu’ilsproviennentd’appareilsdifférents(reproduitavecl’autorisationde
lasociétéShimadzu).

Certainsinstrumentspermettentlamesuredesduréesdeviedefluorescence, bienque
cellesci soient trèscourtes. Il existeplusieursméthodesbaséessoit surl’enregistrement
delacourbededécroissancedelalumièreémiselorsquel’excitationacessé, soitsurla
comparaisondelamodulationdelafluorescenceenfonctiond’unemodulationrapidede
l’excitation.Lapremièreméthodeimposed’utiliserunesourcepulsée(laser)etlaseconde
unesourcemoduléedefréquenceélevée.Enanalysantlesignalobtenu(modulationetphase)
enfonctiondelafréquencedelasourceexcitatrice,ilestainsipossibledecalculerladurée
deviedefluorescence.
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Figure11.10Spectresdefluorescence.
Enhaut:Matriced’émission-excitationd’unmélangededeuxionsfluorescents.Repré-
sentationtopographiqueen3Ddelafluorescencetotaled’unmélangededeuxsels
d’uraniumetdeterbiumenfaisantvarierlalongueurd’ondeexcitatrice.Untelenregis-
trementpermettraitdetrouverlesconditionsoptimalesdedosagedecemélange.En
bas:Spectresd’émission-excitation.A :Spectred’émissiondefluorescenceobtenuen
maintenantlalongueurd’onded’excitationà285nm. B :Spectred’excitationobtenu
enmaintenantlemonochromateurd’émissionà347nmpendantladuréedel’enregis-
trement.

11.6QUELQUESAPPLICATIONSDELAFLUORESCENCE

Endehorsdesmoléculespossédant unefluorescencenaturelle(moinsde10%del’en
sembledescomposés),beaucouppeuventledevenirparlebiaisd’unemodificationoud’une
associationavecuneautremoléculefluorescente.Onpeutgrefferparexemplesurl’analyte
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unréactiffluorophoreparréactionchimique(les7hydroxycoumarinespeuventêtreutili
séesàceteffet). C’estladérivationdefluorescence, quirappelleleprocédéemployéen
colorimétrie.

Pourdoserlesmétauxsousformedecations,onformedescomplexesdechélationavec
l’oxine(8hydroxyquinoléine),l’alizarineoulabenzoïne,extractiblesparlessolvantsorga
niques.

Enbiochimielafluorescencetrouvedenombreusesapplicationspourquantifierlespro
téinesoulesacidesnucléiquesaumoyenderéactifsquisefixentspécifiquementsurces
composés.Cetteapproche,quelquefoistrèsélaborée,enassociationavecl’électrophorèse,
constitueunealternativeplussensibleetmoinscontraignantequelarévélationaumoyen
desubstratsradioactifs.

Lachimifluorescence(ànepasconfondreaveclachimiluminescence)est également
unmoyenparticulièrementsensiblededétectiondeprotéinesspécifiques.Ondoitdisposer
pourcelad’unanticorpsspécifiqueporteurd’unconjuguéenzymatique,telunephosphatase
(fig.11.11).Misenprésenced’unsubstrattelundérivéphosphatédelafluorescéine,ilya
libérationdecettedernièrefacileàmettreenévidenceparsafluorescencedéclenchéepar
unesourceexcitatrice.

excitation532nm

coupure

émission550-570nm

fluorescéine

groupementphosphate

substrat
"fluorescéinephosphatée"

anticorpsconjugué

phosphatase

protéine

Figure11.11Processusd’undosagedeprotéineparchimifluorescenceenbiochimie.
Lafigureregroupesimplementlesréactionsmisesenjeusachantquepourréaliserun
tel dosageonsuitunprotocoledanslequel lesdifférentesréactionssefontaucours
d’étapesdistinctes.

EnanalyseparCLHP,onpeutainsimarquerlesamines(avecd’autrescoumarines),ce
quipermetdesseuilsdedétectionextrêmementbas, del’ordredel’attomole(10

−18 M).
Parmilesapplicationsclassiquesactuellesdelafluorescence,figurentlesdosagesdeshy
drocarburespolycycliquesaromatiques(«HPA»)dansleseauxdeconsommation, par
CLHP.Danscecas,ledétecteurestmunid’unecelluledefluorescenceàcirculation,ins
talléeenavaldelacolonneduchromatographe.Cemodededétectionestparticulièrement
bienadaptépouratteindrelesseuilstrèsbasimposésparlalégislation.Cemêmeprocédé
permetdedoserégalementlesaflatoxines(fig.11.12),ainsiquedenombreuxautrescom
posésorganiques(adrénaline,quinine,stéroïdes,vitamines).
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Figure11.12Comparaisond’unedétectionUVetparfluorescenceaprèsséparation
chromatographique.

Lesaflatoxines,contaminantscancérogènesprésentsdanscertainslotsdecéréales,font
l’objetdecontrôlesparCLHP.Onremarqueraque,pardétectionUV,lesintensitésdes
picsvarientcommelesconcentrationsdes4composés,alorsqueladétectionparfluo-
rescenceestbeaucoupplussensiblepourlesG2 etB2 (reproduitavecl’autorisationde
lasociétéSUPELCO).Enbasàgauche,agencementdesdifférentespartiesd’undétec-
teurbasésurlafluorescence.Ilpermetdetrouverpourchaquecomposééluélemeilleur
coupleexcitation/émissionenuntempstrèsbrefsansinterrompreledéroulementde
lachromatographie.Leschromatogrammesobtenussontétudiéesendifféré(reproduit
d’aprèsundocumentdelasociétéAgilenttechnologies).

11.7FLUORIMÉTRIERÉSOLUEDANSLETEMPS

Lesavancéestechnologiquespermettentd’accéderdésormaisauxcourbesdedécroissance
defluorescence.Sachantquel’intensitélumineusedécroîttrèsvite,onsoumetlecomposé
ensolutiontrèsdiluéeàunesourcepulsée(diodelaserparexemple)dequelquespicose
condes,demanièrerépétitiveàdesfréquencedeplusieursmégahertz.Aucoursdescycles
successifs,quandlasourceestéteinte,ledétecteurmesureletempsécouléjusqu’àl’instant
aléatoireoùunphotondefluorescencel’atteint. Ilincrémentealorslecanalmémoirequi
estréservéautempscorrespondant.Aprèsavoiraccumuléungrandnombredephotons,le
graphedeladécroissanceestfinalementreconstruitenfaisantunhistogrammeducontenu
detouslescanauxmémoire(fig.11.13).
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Figure11.13Représentationdeladécroissancedefluorescenceetprincipedelamesure.
Sur legraphe, chaquepoint figurelecontenud’uncanal mémoire(coupletemps
/nombredephotons). Lacourbededécroissanceexponentielleattendueapparaîtici
sousformed’untracélinéaire,cequiestdûauchoixdel’échellelogarithmiquepourles
ordonnéesL’illustrationdedroiteindiquecommentonaccèdeàcettereprésentation.

11.8CHIMILUMINESCENCE

colorant
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colorant*
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Figure11.14Exemplesderéactionsdechimiluminescence.
Lanaturedesproduitsderéactionestquelquefoismal connue.Leluminol émetune
intenselumière«bleuélectrique».Quantàl’oxalatedediphényleil permetd’obtenir,
suivantlecolorantutilisé,desémissionsdansdescouleurstrèsvariées.
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Lachimiluminescenceestuncasparticulierdelaphosphorescence.Danscecaslesmo
léculesexcitéessontdirectementproduitesaucoursd’uneréactionchimique,etcedansun
étatmenantàunephosphorescence.Ainsilefluor,dansl’exempledelafigure11.14,agit
commeunoxydantpuissantpourtransformerlediméthylsulfure. Unepartiedel’énergie
libéréeparcetteréactionestémisesousformedelumière.

Leluminol et l’oxalatedediphénylesont deuxcomposéstrèsclassiquesutilisésdans
diversesapplicationsallantdesdispositifslumineuxdesecourssansélectricitéauxcerceaux,
colliersetbâtonslumineuxvendusdanslesfêtespopulairesnocturnes.Lesréactionsmises
enjeusonttoutesdesoxydationsparleperoxyded’hydrogène(eauoxygénée).

Cesréactionssontàlabasedenombreuxdosagesd’unetrèsgrandesensibilité.Sil’utili
sationduluminolpourdoserleferferreuxouleperoxyded’hydrogènepeutparaîtreanec
dotique,ilexisteuncertainnombred’applicationsimportantesdelachimiluminescenceen
analysechimique,tellescellesquimettentàprofitl’ozonecommeréactifd’oxydation.

Ainsi, cet oxydant puissant permet dedoserlemonoxyded’azote(oxydéendioxyde
d’azote)avecl’aided’appareilsautomatisésquidisposentd’ungénérateurd’ozoneincor
poré(fig. 11.15). Lechampd’applicationdecedosageestplusvastequ’iln’yparaîtcar
ilvadel’étudedesatmosphèrespolluées(onsaittransformerquantitativementledioxyde
d’azoteenmonoxyded’azote),auxdosagesdelaquantitéd’azotetotaled’unéchantillon
organique, àconditionqu’ilaitététransforméparunecombustionpréalableafinquecet
élémentpasseàl’étatdedioxyded’azote.
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* NO2 + photons

sensibilité:1ppb<C<20%
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Figure11.15Schémadeprinciped’unanalyseurbasésurlaluminescencedumonoxyded’azote.
Cetappareilpermetderepérerl’émissiondelumièreàpartirdetoutcomposécontenant
l’élémentazote.Installéensortiedecolonned’unchromatographeenphasegazeuse,
l’appareildevientundétecteursélectif.

Il existed’autresappareils, fonctionnant surcemêmeprincipe, pourdoserl’élément
soufred’abordtransforméenSO 2 parcombustionenprésencededioxygène(fig.11.16),
puisréduitensulfured’hydrogène(H 2S)avantd’êtrefinalementréoxydéparl’ozone(étape
dechimiluminescence).
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+ photons

+ divers...

+ divers...H2S
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*

O3

éthylène
+ photons+ photons

H2C

O

CH2 H2C

O

CH2

(Composésulfuré)

-

Figure11.16Réactionsdechimiluminescencefaisantintervenirl’ozone.
L’encadrérésumeleprincipedelatransformationd’uncomposésulfuréendioxydede
soufreàl’étatexcité,parl ’ozone.Ladernièreréactionpeuts’appliqueraudosagede
l’ozonecommedel’éthylène.

Enchromatographieenphasegazeuse,certainsdétecteurs,sélectifspourlesélémentsS
etN,fontappelàceprincipe(fig.11.17).

Figure11.17Analyseurdesoufreetd’azote.
Modèle7000 NS reproduitavecl’autorisationdelasociétéAntek.Cetappareil réunit
deuxtechniquesdeluminescence: l’azoteestdoséparchimiluminescence(voirdia-
gramme,figure.11.13)etlesoufreparfluorescencedeSO2 (excitationUV).

Inversementl’ozonepeutàsontourêtredoséparchimiluminescenceenprésenced’éthy
lène(fig.11.15).
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Leluminol,dontlachimiluminescenceenprésencedeperoxyded’hydrogènepeutêtre
égalementcatalyséeparlaperoxydaseduradisnoir(HRP,horseradishperoxidase),atrouvé
uneapplicationdanslamiseaupointdetestsELISA(cf. §17.7). L’intensitélumineuse
quiapparaît, stabledurantquelquesminutes, rendlaméthodeextrêmementsensiblepour
effectuerdesdosagessurunegammeétenduedeconcentrations, peuhabituellepource
genredetests.

Chimiluminescenceetenzymologie. Certainsréactifsspécialement préparéslibèrent
sousl’actiond’unenzymespécifiquedesintermédiairesinstablesdont ladécomposition
est accompagnéed’uneémissiondelumière. Onpeut ainsi quantifieravecprécisionles
phosphatasesalcalinesoulabetagalactosidase.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.moleculardevices.com www.biotek.com www.omnilab.ch
www.thermo.com www.perkinelmer.com
www.varianinc.com www.tecan.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice11.1
Leferferreuxcatalysel’oxydationduluminolparleperoxyded’hydrogène.L’intensitéde
lachimiluminescencequiensuitcroîtlinéairement aveclaconcentrationduFe(II)dans
laplageallantde10

−10 à10
−8 M.Pourdoserunesolutiondeconcentrationinconnueen

fer(II),onenprélève2mLetonajoute1mLd’eauainsique2mLdeperoxyded’hydrogène
diluéetenfin1mLd’unesolutionalcalinedeluminol.

Lesignaldeluminescenceémis,intégrésurunepériodede10s,estde16,1(unitésarbi
traires).Dansunsecondessaionprélève2mLdelasolutioninconnueenfer(II),etony
ajoute1mLd’unesolutionà5 ,15×10

−5 Menfer(II)ainsiquelesmêmesquantitésdeper
oxyded’hydrogèneetdeluminolquedansl’essaiprécédent.Lesignalestde29,6(mêmes
unités).

Calculerlaconcentrationmolaireenfer(II)danslasolutionàdoser.

Exercice11.2
Unesolutionde9aminoacridinedansl’eau, conduitàuneintensitédefluorescencequi,
mesuréeà456nm,estde60%parrapportàuntémoindefluorescenceexterne.Unéchan
tillondececomposédontlaconcentrationestde0,1ppmdanslemêmesolvant,conduit,
danslesmêmesconditions, àunefluorescencede40%(l’eauprésenteunefluorescence
négligeable).

Calculerlavaleurdelaconcentrationdel’échantillonenppb.
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Exercice11.3
Le3,4benzopyrèneestunhydrocarburearomatiquedangereuxquipeutêtreprésentdans
l’airpollué. Il est dosableparfluorimétrie, ensolutiondansl’acidesulfuriquedilué. La
longueurd’onded’excitationestde520nmetlamesures’effectueà548nm.
Onfaitbarboter10Ld’aircontaminédans10mLd’acidesulfuriquedilué.Lafluorescence
de1mLdecettesolution,mesuréeavecunfluorimètremonofaisceauà548nm,estde33,3
(unitésarbitraires).
Deuxstandards,l’uncontenant0,75mgetl’autre1,25mgde3,4benzopyrèneparmLde
cettemêmesolutionsulfuriquediluée, conduisentpour1mLauxvaleursde24,5et38,6
(mêmeunité).Danslesmêmesconditionsdemesurecefluorimètre,pourunéchantillonne
contenantpasde3,4benzopyrène,indique3,5.
Calculerlamassede3,4benzopyrèneparlitred’air.

Exercice11.4
Onseproposededoserlaconcentrationenquinined’uneboissoncommercialeparfluori
métrie.Lalongueurd’onded’excitationestde350nmetlalongueurd’ondedemesurede
450nm.
Àpartird’unesolutionAdequinineà0 ,1mg ·L

−1,onfaitunesériede5solutionsstandards
pourétablirunecourbed’étalonnage.

solution volumedeA H2SO4 (0,05M) Fluorescence(unitésarbit.)

standard1 20 0 182,0

standard2 16 4 138,8

standard3 12 8 109,2

standard4 8 12 75,8

standard5 4 16 39,5

blancanalytique 0 20 0,0

Onprélèveensuite0,1mLdelaboissonàdoserquel’ondilueà100mLavecH 2SO4 0,05M.
Lesignalestde113pourcettesolution.
a)Trouver,parrégressionlinéaire,l’équationdeladroited’étalonnage.
b)Quelleestlaconcentrationenquinineexpriméeeng ·L

−1 puisenppm?

Exercice11.5
Letestdesensibilitédesfluorimètresconsisteàmesurerl’intensitédefluorescencedupic
dediffusionRamand’unecellulede1cmdetrajetoptiqueremplied’eau.
Silalongueurd’onded’excitationestrégléeà250nm, àquellelongueurd’ondedoiton
effectuerlamesure(ledécalageRamandel’eauestde3380cm

−1)?



Chapitre12

SpectrométriedefluorescenceX

LafluorescenceXestunepropriétéspectraledesatomesexploitéecourammentenanalyse
pourobtenirdesrenseignementsqualitatifsouquantitatifssurlacompositionélémentaire
detoutessortesdemélanges.Leprincipeconsisteàirradierl’échantillonsoitparunfais
ceauderayonsX,soitparbombardementavecdesparticules,généralementdesélectrons
ayantsuffisammentd’énergie,pourquelesatomesainsiionisésémettentunrayonnement
defluorescenceégalementdansledomainedesrayonsX.Lecaractèreuniverselduphéno
mèneetlapossibilitédefaireunexamenrapidesurdeséchantillonsrestésleplussouvent
dansleurétatd’origine,expliquentlesuccèsdecetteméthoded’analysenondestructive.
Ilexisteunlargechoixd’analyseursparfluorescenceX,soitdédiéssoitpolyvalents,allant
desappareilsmobilesetpeuencombrants, jusqu’auxspectromètrestrèsperformants, en
passantparlessondesàrayonsXadaptéesauxmicroscopesélectroniquesàbalayagepour
fairedesanalysesponctuellesoudevéritablescartographiesélémentaires.

12.1PRINCIPESDEBASE

Quandonirradieavecdesphotonsouqu’onbombardeavecdesparticulesdegrandeénergie
(entre5et100keV)unmatériauservantdecible,celuiciémetunefluorescencesituéedans
ledomainedesrayonsX(fig.12.1).Lespectredecettephotoluminescencecomportedes
radiationsdontleslongueursd’ondessontcaractéristiquesdesatomesdecematériau.

Lesmodesd’excitationpourprovoquercequ’onnommelafluorescenceXdesatomes
sontnombreux:photonsouparticules(électronsrapides,protons,rayonnement a ...).Quelle
quesoitlaméthodechoisie,lerayonnementproduitconduitnéanmoinsàdesspectresfaisant
apparaîtrelesmêmesradiationsdefluorescenceX.

L’applicationenanalysechimiqueestévidente:elleconsisteàcomparerlespectrede
fluorescenceXémisparl’échantilloninconnuàdesspectresderéférencesdontlescompo
sitionssontconnuesouàdesspectresd’élémentspursallantdubore(Z=5)àl’uranium
(Z=92).

Lesspectresdépendenttrèspeudescombinaisonschimiquesdeséléments,cequiapour
avantagedesimplifierlapréparationdeséchantillonscorrespondants.

Sil’analysesemiquantitativedesélémentsprésentsneposepasdedifficultésmajeures,il
envaautrementpourlesanalysesquantitativespourlaraisonqu’unepartienonnégligeable
durayonnementémisàdistancedelasurfacedel’échantillon,estréabsorbéeavantdesortir



224 Partie2• Méthodesspectrométriques

del’échantillon.Àconditiond’appréciercorrectementl’influencedelamatrice,surtoutsi
laprised’essain’estpashomogène,lesrésultatspeuventêtreaussiprécisqu’enabsorption
ouémissionatomique.

générateur
derayonsX

Spectrométrieàdispersion
enénergie(ED-XRF)

Spectrométrieàdispersion
enlongueursd'onde(WD-XRF)

détecteurmobileoudétecteursfixes

cristaltournant

collimateur

échantillon1 2

rayonsX
primaires

rayonsX
secondaires

détecteursensible
àl'énergiedesphotonsX

Figure12.1FluorescenceX.
L’échantillon,soumisàl’excitationd’unesourceprimairederayonsXémetunrayonne-
mentdefluorescencequipeutconduireàdeuxtypesdespectresréunisicisurlafigure:
1)Spectreenénergie(ED−XRF) obtenudirectementaumoyend’unediodedontlesi-
gnaldiffèreselonl’énergiedechaquephotonincident;2)Spectreenlongueurd’onde
(WD−XRF) obtenuparrotationd’uncristalfaisantofficederéseau(montagegoniomé-
triquecomportantun(ouplusieurs)détecteurmobile.Cependant,énergieetlongueur
d’ondeétantreliés(relation12.2), onprésentelesspectresenunitésd ’énergie(eV),
quelquesoitlemodededétection.

12.2LESPECTREDEFLUORESCENCEX

LafluorescenceXd’unatomeisolérésulted’unprocessusendeuxtemps:
 photoionisationdel’atome,aucoursdelaquellel’impactduphotonextérieurincident

setraduit parl’arrachement d’unélectroninternedel’atome, tel unélectronKsi le
photonasuffisamment d’énergie. Cet effet photoélectriqueconduit àl’émissiond’un
photoélectron(fig.12.2)etàunatomeioniséparsuited’unelacuneinterne.

L’énergiedechaquephotoélectronapourvaleurladifférenceentrel’énergieduphotonX
incidentetcelleduniveauoccupéinitialementparl’électronéjecté.Lespectreénergétique
desphotoélectronsémisestobtenuparlaméthodeESCA.

 stabilisationdel’atomeionisé, qui correspondàlaréémissiondetout oupartiede
l’énergieacquiseaucoursdel’excitation. Lalacunecrééeprécédemment est suivie
d’uneréorganisationquasiinstantanée(en10

−16 s)desélectronssituésdanslesdiffé
rentsniveauxdecetatomeionisé,cequileramènetrèsviteversunétatdefaibleénergie.
Desréarrangementsencascadesontobservéspourlesatomeslourds,àladifférencedes
élémentslégersdontlesélectronsserépartissentsurunnombreplusrestreintdeniveaux
debase.
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Cetteréorganisationfaitnaîtredesphotonsdefluorescence.EndésignantparE 1 l’énergie
del’électronquioccupaitlalacuneconsidéréeetparE 2 l’énergiedel’électronquivient
comblercettelacune,ilpourraapparaître(probabilitécompriseentre0et1)unphoton
defluorescencecaractériséparunefréquence n,telque:

hn= |E2 − E1| (12.1)

L’interprétationcidessusestsimplifiée,lafluorescencen’étantpasleseulprocessusper
mettantàl’atomedeperdresonexcédentd’énergie. D’autresphénomènes, dontladiffu
sionRayleigh(diffusionélastique)etl’effetCompton(diffusioninélastiqueavecapparition
d’électronsCompton),interviennent.Lanaturecomplexeduspectren’empêchecependant
paslaméthoded’analysecorrespondanted’êtrebaséesurunprincipesimple.

Chaqueatome,àpartirdeZ = 3,conduitàunensemblederadiationsspécifiques,obéis
santàdesrèglesdesélectionquantiquesdesesélectrons( Dn > 0, Dl = ±1).Leséléments
hydrogèneethéliumnepeuventavoirdespectredefluorescenceX,n’ayantpasd’électron
dansleniveauL.DubérylliumaufluoronnoteuneseuletransitiondetypeK a.Puisles
atomesdevenant plusgroslenombredetransitionspossiblescroît (75pourlemercure)
maislaprobabilitédecertainesesttrèsfaible.Heureusementilsuffitpourcaractériserun
élémentderepérerlesquelquestransitionslesplusintenses(5ou6auplus).

Pourl’ensembledeséléments, lafluorescencesesituedansunelargeplageallant de
40eVàplusde100keV(31à0,012nm).
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Figure12.2Schémasimplifiémontrantl’originedequelquestransitionsdefluorescence.
Surl’imageclassiqued’unatomedemasseatomiquemoyenne, ontétéreprésentées
différentesréorganisationsdesélectronssuiteaudépartd’unélectrondelacoucheK.
Cestransitionssonttrèspeuaffectéesparlanaturedelacombinaisonchimiquedans
laquellesetrouvel’atome.Ainsi,laraie Ka1 dusoufrepassede0,5348nmpour S6+

à0,5350nmpour S0,soitunécartd’environ1 eV,comparableàlalargeurnaturelle
desraiesX.

Ladésignationprécisedesdifférentestransitionsélectroniquespossiblesfaitréférence
auxniveauxd’énergiedesorbitalesdel’atomeconsidéré,maisonutiliseaussiunenomen
claturesimplifiéedueàSiegbahn.Ainsi FeK b2 symbolise,pourl’élémentfer,latransition
quicorrespondaupassagesurlacoucheKd’unélectronvenantd’unecouchevoisine; b
indiquelepassageM − Ket2, l’intensitérelativedelatransitiondanslasérie(1, plus
intenseque2).LestransitionsK b sontapproximativementsixfoismoinsprobables(donc
moinsintenses)quelestransitionsK a correspondantes, a marquantla«distance»laplus
proche. PourlesniveauxL , M, quisontmultiples, lanotationselonSiegbahnn’estpas
toujourssuffisammentexplicite.
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ComptetenudelarelationE = hc/ l reliant l’énergieEd’unphotonàsalongueur
d’onde l , oncaractériselerayonnementémisindifféremmentparl’uneoul’autredeces
grandeurs, l (nmouÅouE(eVoukeV).Lesdeuxrelationsnumériquesdeconversionles
pluscourantessont:

l (nm) =
1240
E(eV)

ou l (nm) =
1,24

E(keV)
ou l Å =

12,4
E(keV)

(12.2)

12.3MODESD’EXCITATIONDESÉLÉMENTSENFLUORESCENCEX

PourfaireapparaîtrelafluorescenceXdel’échantillonétudié,ilfautunesourcedephotons
oudeparticulesd’énergiessuffisantes.Généralementils’agitderayonsXproduitspardes
générateursdontlapuissanceestvariableoupourquelquesappareilsportablesdesources
radioisotopiques.EndonnantautermedefluorescenceXlesenspluslarged’émissionX,
onpeutyadjoindrelesprocédésd’excitationfaisantappelàdesparticules(e

−
,a).

12.3.1GénérateursàrayonsX
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Figure12.3Spectred’émissionXd’uneanticathodeetschémad’untubeàrayonsX.
Ondistinguelespectrecontinuetlespectrederaiesdel ’anode.Lapartiecontinue
decerayonnementqui dépenddelatensionappliquée,estutilepourlesapplications
nécessitantdespuissancesélevées.Enrevanchecesontlesraies,isoléesaumoyende
filtres,quisontexploitéespourconstituerlessourcesmonochromatiques.Lerefroidis-
sementpareauestindispensablesiletubeestdefortepuissance(1-4kW),cequin’est
pasnécessairepourlestubesdequelqueswattsdesappareilsderoutine.Pourfairedes
sourcesmonochromatiques(sanslerayonnementcontinu),onassocieunmonochro-
mateuradaptéouonsesertd’untubedecetypepourexciterunesecondecibledont
lafluorescencerelaielapremière,sansrayonnementdefreinagecettefois.

Dansuneenceintesousvide,unfaisceaud’électrons,accéléréparuneddppouvantat
teindre100kV,frappeunecibleservantd’anode(encoreappeléeanticathode)constituée
d’unmétaldenuméroatomiquecomprisentre25et75.Cellecidevientlasourcederayons
Xprimaires.Lespectred’émissioncomporteunepartiecontinue(rayonnementblanc,dit
defreinage),dûauxélectronsralentisdanslacibleetdesradiationsdefluorescence, très
intenses,dontleslongueursd’ondesontcaractéristiquesdumatériaudel’anode(fig.12.3).
Lalimiteduspectreverslescourteslongueursd’onde, l 0,dépenddeladdp.Ellepeutêtre
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calculéeàpartirdesexpressions12.2.Pourdisposerderaiesd’émissionénergétiques,utiles
pourcertainesapplications,ontrouveunchoixdecestubesàRXquidiffèrentparl’anode:
rhodium(raieK a à l = 0,061nm;E = 20,3keV),tungstène(raieK a à l = 0,021nm;
E = 59keV),gadolinium,etc.

Sachant quelesdétecteursderayonsXsont devenustrèssensibles, lapuissancedes
générateursclassiquesatendanceàdiminuer.

Commeonlevoit,untelgénérateurderayonsXconstitueluimêmeuneapplicationde
lafluorescenceX.Onnes’étonneradoncpasquedanslepassé,desspectromètresappelés
à«excitationdirecte»ontétéconçusenutilisantcommeanticathodel’échantillon,pourvu
qu’il soit conducteurducourant électrique; lapuissancerequisepourfaireapparaîtrela
fluorescence,paractiondesélectrons,estinférieureàcellequ’ilfautfournirparimpactde
photons.

Pourlesappareilsportables(fig.12.4),ontétédéveloppésdesgénérateursdeRXminia
turisésdefaiblepuissance( < 1W).Lesélectronsnécessairessontproduitsdifféremment
soitparimpactlasersoitàpartird’uncristalpyroélectrique.

Figure12.4GénérateuretdétecteurderayonsXminiaturisés.
Cessondessontréservéesauxappareilsportables.Lesmodulesdecontrôleoud’alimen-
tationdecessondessontnéanmoinsplusvolumineux(reproduitavecl’autorisationde
lasociétéAmptek).

Legénérateurpriscommeexemple(fig.12.5)comporteuncristalpyroéolectrique(conte
nantdutantale)orientédetellesortequesafacesupérieuresedépolariseparchauffageet
serepolariseparrefroidissement.Ainsiquandlatempératureaugmente,lafacesupérieure
devientpositiveetattirelesélectronsdugazderemplissageionisé. Ilapparaîtunrayon
nementblancaveclesraiesdefluorescencedutantale(L a du 73La).Aurefroidissementla
facedevientnégative.Lesélectronssontaccélérésversuneélectrodedecuivre.Lerayon
nementcomportecettefoislesraiesdecetélément.LaproductionderayonsXs’effectue
demanièrecyclique.
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Figure12.5GénérateurderayonsXdefaiblepuissance.
Réservéauxappareilsportables, depar leur faibleencombrement(diam. 15mm).
Laproductionde RX correspondsur ledessinàlaphaserefroidissement. Lecycle
chauffage/ refroidissementdureenviron3min. CaractéristiquesdumodèleAmptek
Cool−X.

12.3.2Sourcesradio-isotopiquesderayonsX
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Figure12.6Sourceradioactive55Fe.

Enregistrementduspectred’émissiond’unesourcede 55Feobtenuenplaçantcette
sourcedanslecompartimentéchantillond’unspectromètreàdispersionenénergie.
LessignauxcorrespondentàlafluorescenceXdu 55Mn,c’estàdireaunoyaufilsdu
55Fe. Larésolutiondecespectre,mesuréeàmi-hauteurdupicprincipal estd’environ
150 eV.

Àcôtédesgénérateursprécédents,ilexistedessourcesderayonsXbaséessurl’emploi
d’unradionucléidequisetransformeparcaptureélectroniqueinterne(CEI).Cemodede
décompositioncorrespondaupassaged’undesdeuxélectronsduniveauKdanslenoyau
decetatome. Ilapparaîtainsiunelacuneélectronique, vitecombléeparunélectronplus
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externeavecémissiond’unphotondefluorescenceXdunoyaufilsY(fig. 12.6). Cette
transformations’écrit:

A
Z X

CEI−→ A
Z−1Y

∗ hn−→ A
Z−1Y

Onconnaîtplusieursradionucléidesdecetype,dontlespériodessuffisammentlongues
lesrendentaptesàconstituerdessourcesdontlesénergiesdiffèrent(tableau12.1).L’activité
decessourcesisotopiquesestgénéralementdequelquesmCi,générantunfluxde10 6 à10 8

photons/s/stéradian. Ellessont peuencombranteset réservéesauxinstrumentsportables.
Cependantellesnécessitentuneautorisationdedétentionetpeuventposerdesproblèmes
detransport,destockageoupourleurremplacementsachantqu’ellesémettentencontinuà
ladifférenced’ungénérateurclassique.

Tableau12.1Quelquessourcesradio-isotopiquesàrayonsX

transition période(ans) raieX l (nm) E( keV)
55Fe → 55Mn 2,7 MnKa 0,21 5,9
57Co → 57Fe 0,7 FeKa 0,19 6,4
109Cd → 109Ag 1,3 AgKa 0,056 22,0

Ilestégalementpossibled’associerunradionucléide b
−

avecunsecondélémentàusage
deciblequifaitofficedel’anoded’untubederayonsXconventionnel.Ainsil’association
147Pm/ Al( t = 2,6ans)émetunrayonnementXcontinuexploitableentre12et45keV.

12.3.3Autressourcesexcitatrices
 Emetteurs aaa.PourgénérerlesrayonsX,onutiliseégalementdesradionucléides a tel

l’américium 244Am( t = 430années)oulecurium 244Cm.Aucoursdescollisions a,des
électronsinternessontéjectés,provoquantlafluorescenceXdelacible.L’intensitéest
dequelquesdizainesdemCi.Cettesourceproduitaussiunrayonnement gde60keV.

Lessondesmartienneslancéesen1996et durant l’été2003parleJet PropulsionLa
boratoryont portésurlaplanèteMarsdespetitsvéhiculesrobotisésmunischacund’un
spectromètreAPXS(AlphaParticleX −raySpectrometer)dontlasourcecontientdu 244Cm
(30mCi).L’ensemblesource / détecteurestmontésurunbrastélescopiquepours’approcher
suffisammentdesrochesàanalyser(fig.12.16).Ceradioisotopeprovoquesurleséléments
légersuneréactionnucléairedetype( ap)faisantapparaîtredesprotonsd’énergiecarac
téristiqueetsurlespluslourds, lafluorescenceX, apportantainsidesrenseignementsse
complétantpourladéterminationdetousleséléments.Pouraméliorerlarésolutiondesdé
tecteursquisontdutypesemiconducteur(cf. §12.4), lesspectresdefluorescenceXsont
enregistrésdurantlanuitmartienne,latempératureétantplusbasse.

réaction(a, p) A
ZX+ 4

2He −→ A+3
Z+1Y

∗
+ 1

1H

 Électronsrapides.L’émissiondefluorescenceXpouvantêtreprovoquéepardesélec
trons, iln’estpasétonnantquel’onpuisseréaliserdesanalyseschimiquesàpartirdes
microscopesélectroniquesàbalayage(MEB).
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Quandl’objetest«éclairé»parlefinpinceaud’électronstrèsénergétiquesnécessaires
àlaproductiond’uneimage,ilseproduituncertainnombred’interactions,dansunpetit
volumeenformedepoirequi entourel’impact dufaisceau(fig. 12.7). Il apparaît en
particulieruneémissionderayonsXcaractéristiquesdesatomes, enprovenancedela
zonesituéesouslasurfacesoumiseaubombardementdesélectrons.L’échantillonjoue
donclerôledel’anoded’untubeàrayonsX.
C’estpourquoibeaucoupdemicroscopesélectroniquescomportentlesaccessoiresné
cessairespermettantd’analysercerayonnementdefluorescence. L’énergiedufaisceau
d’électronsestajustéeentre20et30keV,uncompromisquipermetdefaireapparaître
lesraiesKouLcaractéristiquesdeséléments. Cetteanalyse, quipeutêtrequasiment
ponctuelle(étuded’unvolumed’environ1 mm3),estappeléemicroanalyseX.

électronsprimaires

surfacedel'échantillon

électronssecondaires

électronsabsorbés

fluorescenceXsecondaire

émissionderayonsX
continue

rayonsX
caractéristiques

électronsrétrodiffusés
rayonsX
(qquesµm)

Figure12.7Poired’interactiond’unfaisceaud’électronsavecunmatériau.
Différentsphénomènesseproduisentauseindumatériau. Il enrésulteuneémission
complexedanslaquelleonpeutdifférencierl’originedesdiversrayonnementsrecueillis.
Si l’énergieestélevée,lesrayonsXsontformésplusprofondémentdanslamatière.Il
seradoncplusdifficiledelesdétecter.

12.4DÉTECTIONDESRAYONSX

Contrairementauxdétecteursphotoélectriques,lesdétecteurspourrayonsXsontdestrans
ducteursquicomptentlesphotonsindividuels.Ilsfonctionnentavecd’autantplusd’exacti
tudequelefluxdephotonsestfaible.Lesdeuxtypeslespluscourantssont:
 letransducteuràgazfonctionnantcommeuncompteurproportionnel.Chaquephoton

Xprovoqueuneionisationdansunmélangedegaz(ex. argon/ méthane)donnantune
hauteurd’impulsionquiestproportionnelleàsonénergie(fig.12.8).

 letransducteuràsemiconducteur(compteuràscintillations).ChaquephotonXaug
mentelaconductivitédelazoneactive(lajonction)d’uncapteurausiliciumdopéavecdu
lithium(1électronpourenviron3 ,6eV).Ondiminuesonbruitdefondenlemaintenant
àbassetempératurepardel’azoteliquideoupareffetthermoélectrique(effetPeltier).Sa
faced’entréeestprotégéeparunfilmdebérylliumdequelques mm(transparentpour
Z > 11)(fig.12.8).Dansl’unoul’autrecasl’impulsionfournieparledétecteurpermet
deremonteràl’énergieduphotonincident.
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Figure12.8Lesdeuxcatégoriesdedétecteursutiliséspourlaspectrométrie
defluorescenceXàdispersionenénergie.

a) Compteurproportionnelutiliséenmodeimpulsionnel; b) modèlededétecteurà
diodeSi/ Li refroidie(détecteurmodèleXRT100TdelasociétéAmptek);c)principede
fonctionnementd’undétecteuràscintillationcomportantuncristal semi-conducteur
polariséeninverseetprésentantunezoneactivedevolumeimportant. Chaquepho-
tonincidentgénèreunnombrevariabledepairesélectron-trou. Lerendementquan-
tiquetrèsélevéautorisel’emploidesourcesprimairesderayonsXdefaiblepuissance
(quelqueswattsousourcesradio-isotopiques).

Pourclasserlesphotonsavecunemeilleureprécisiononenlimitelenombre(environ
10000 / s)endiminuant,sinécessaire,l’intensitédelasource.L’informatiquedel’appareil
doitenparticulieridentifiersanserreurl’énergiedesphotons«empilés»,c’estàdirear
rivantensemble.Larésolutiondesappareilsestmesuréeparlalargeuràmihauteurdela
raieK a dumanganèseémiseparunesourceradioactivede 55Fe,(fig.12.6).Larésolution
desappareilsàdispersiond’énergieestd’unecentained’eV, biensupérieureàlalargeur
naturelledesraies.

Aprèsavoirdéfiniunelargeurd’acquisitionde10à20keV, l’analyseurmulticanaux
(2000parexemple),vacomptabiliserpendanttouteladuréedelamesure(plusieursmi
nutes)lesimpulsionslibéréesparlesphotonsreçus. Chaquephotonseraclassédansun
canald’énergiecorrespondantàunintervalledequelqueseV. Ilvaenrésulterunspectre
construitcommeunhistogramme(fig.12.6).Cesdétecteursconduisentàfaireuneanalyse
simultanéesurtoutel’étenduespectrale, d’autantmeilleurequel’acquisitiondessignaux
estfaitesurunlapsdetempstplusimportant(lasensibilitécroîtcomme

√
t).L’étalonnage

enénergiedesradiationsestsouventeffectuéaveclatransitionK a ducobaltutilisécomme
référenceexterne.

12.5LESDIVERSESCATÉGORIESD’INSTRUMENTS

LesspectromètresdefluorescenceXsontclassésendeuxcatégoriessuivantquelespectre
estobtenuparunprocédéclassiqued’analysedeslongueurd’onde(«WDXRF»)ouau
contrairebasésurl’énergiedesphotonsémisparl’échantillon(«EDXRF»)(fig. 12.9).
Àlapremièrecatégorieappartientungroupeparticulierd’appareilsmunisdefiltres(type
monocanal)dédiésàdesmesuresspécifiques.

©
D

un
od

–
La

ph
ot

oc
op

ie
no

n
au

to
ri

sé
e

es
tu

n
dé

lit



232 Partie2• Méthodesspectrométriques
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Figure12.9Lesdiversesapprochespermettantd’obtenirdesspectresoudesrésultatsdefluorescence
X.

Surlafiguresontindiquéslesn ◦ desparagraphescorrespondantsdutexte.

12.5.1Appareilsàdispersionenénergie(EDXRF)–Systèmesimultané

Ayantunfaibleencombrement, cesappareilssontréservésàl’analysequalitativeet aux
dosagesderoutine(figures12.10et 12.11). Lespectreest obtenuenfaisant appel àun
détecteurinstalléàproximitédel’échantillon,quipermetdedéterminerl’énergiedechaque
photondefluorescencecaptésousformed’uneimpulsion.Cesappareilssontéquipésd’un
tubeàrayonsXdefaiblepuissance(environ10W)oud’unesourceradioactivepourles
appareilsdeterrain.

Figure12.10Appareilàdispersiond’énergie.
SpectromètrecomportantuntubeàrayonsXdefaiblepuissance,représentatifdenom-
breuxappareilsdecetype(modèleEX−310Sreproduitavecl’autorisationdelasociété
JordanValley-USA).Ledétecteurutiliséestuncompteurproportionnelàgaz.
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Figure12.11Agencementdesdifférentespartiesd’unspectromètredefluorescenceX
àdispersionenénergie,enprenantcommeexemplelemodèleMiniPaldelasociétéPhilipsanalytical.

12.5.2Appareilsàdispersionenlongueurd’onde(WDXRF)

Danscettesecondecatégoriedespectromètres,connuspourleurtrèsbonnerésolutionspec
trale,lerayonnementdefluorescencedel’échantillon,traverseuncollimateurconstituépar
delongsfeuilletsmétalliques(fentesdeSollers),puisvientfrapperuncristaltaillédetelle
façonquelesatomesconstitutifsformentdesplansparallèlesàlasurface(figures1et13).
Cesplansdistantsentreeuxded,secomportentcommeunesuccessiondemiroirsparal
lèles,dontchacunpermetd’atteindrepresque100%deréflexionsil’angled’incidence uest
lemêmequel’angled’observationdelalumièreréfléchie(fig.12.12).Lacombinaisonde
cesmiroirsdécalésdeladistancedalemêmeeffetqu’unréseau:seulesserontobservées
lesradiationsdontlalongueurd’ondesatisfaitàlaconditiondeBragg(nétantunentier
appeléordredediffraction).

nl = 2dsin u (12.3)









1

2

1

2

3

d

d

2

1cristal plan(indicedeMiller) d( )Å

topaze
fluoruredelithium
silicium
graphite
ac.oxalique
mica
stéaratedeplomb

303
200
111
001
001
002

1,356
2,01
3,14
6,69
5,85
9,96
51

Figure12.12Quelquescristauxréflecteursmontésdanslesgoniomètresdesspectromètres
dispersifsenlongueurd’ondeetrelationdeBragg.

Pourquelesdeuxrayons1et2soientenphase,ladifférencedetrajetoptiquedoitêtre
unmultiplede l .Quandcetteconditionestrespectéeentrelesplans1et2,ellel’est
aussipourtouslesautresplansetl’effetglobalestdoncrenforcé.C’estleprincipedes
interférencesconstructives.Chaquecristalpermetd’exploreruneplagedelongueurs
d’onde.Pluscelle-ciestgrande,pluslecristalchoisidoitavoirunedistanceinterréticu-
laireimportante,maisplussadispersionangulaireestpetite.

Pourdesraisonsdeconstruction, upeutvarierengénéralde5à80
◦
.Unevaleurélevée

dedpermetd’observerdeplusgrandeslongueursd’ondes,maiscependantlarésolutionde
l’instrumentestliéeaupouvoirdispersifd u/ dl ,quel’oncalculeendifférentiantl’expres
sion12.3.Celuiciestinversementproportionnelàd:

du
dl

=
n

2dcos u
(12.4)©

D
un

od
–

La
ph

ot
oc

op
ie

no
n

au
to

ri
sé

e
es

tu
n

dé
lit



234 Partie2• Méthodesspectrométriques

Parmilesspectromètresdecetypeondistingue:
 lesanalyseursséquentielsqui comportent unmontagegoniométriquepermettant au

détecteuretaucristald’effectuerdesrotationssynchronisées2 uet u,au1 / 1000dedegré
d’angle(fig.12.13).Cesappareilssontréservésauxdosagesdesélémentsnonroutiniers.
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Figure12.13Deuxmodèlesdespectromètreséquentielsàcristal.
Enhaut, dessininspirédel’appareil SR300delasociétéSiemens. Lecollimateurpri-
mairecanaliselefaisceauderayonsX,produitsparunesourcepuissante.Lecollimateur
secondairesertàéliminertoutelalumièrediffractéequineseraitpasparallèleàladi-
rection2 udanslaquellesetrouveledétecteur.Cespiècessontconstituéesdefeuillets
métalliquesparallèles.Enbas,dessininspirédumodèleARL9800,réunissantàlafois
unmontagegoniométriqueetdescanauxfixesformésd ’uncouplecristal/ détecteur
pourdoserdesélémentsprédéfinis;àdroiteaspectd’unspectreenregistréenfonction
del’angle2 u.Lesdétecteurssontdescompteursàfluxgazeux.

 lesappareilsàcanauxfixes. LarelationdeBraggmontrequ’enchoisissantuncristal
(doncd)etenfixantl’anglededétection(donclavaleurde u), onisolelesradiations
delongueurd’onde l quisatisfontlaconditiondeBragg.Partantdeceprincipeonpeut
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installerautourdel’échantillonplusieursdizainesd’ensemblescristaldétecteur,chaque
couple(d ,u),permettantd’isolerunelongueurd’onde,doncderepérerunélémentpré
définiavecunegrandesensibilité.Cesappareilspermettentalorsdesanalysessimulta
néesdeplusieurséléments(fig.12.13).

Lestransitionspeuénergétiquesdesélémentsjusqu’auphosphore(Z = 15),imposent
d’opérersousvided’air.Larésolution(eneV),peutatteindrequelquesdixièmesd’électron
volt.Ilexistedesmodèlesdecetypequisontadaptésauxmicroscopesàbalayage.

12.5.3Appareilsàfiltres(monocanalfixe)

Ils’agitd’instrumentsrobustessouventinstalléssursitepourlecontrôleencontinud’une
productionindustrielle.

Pourdoserunélément enlignedefabricationàpartird’uneseuletransitioncaracté
ristique, laméthodeconsisteàrelierlaconcentrationcherchéeàladifférenceentredeux
comptages. Lepremierestobtenueninterposantunfiltredetransmissionentrel’échan
tillonetledétecteur, pourlaisserpasserlaradiationcaractéristiquedel’élémentcherché
et lesecondeninterposant unfiltred’absorption, pourarrêtercettemêmeradiation. On
pourra,parexemple,quantifierlecuivreàpartirdesaraieK a ,enutilisantdeuxfiltresl’un
denickeletl’autredecobalt.

Lafluorescencepropredesfiltresapportedeslimitationsàcetteméthoderéservéeaux
dosagesderoutine.

12.6PRÉPARATIONDESÉCHANTILLONS

Ilyalieudetenircomptedel’absorptiondesrayonsXprimairesetdelafluorescencequi
estpartiellementréabsorbée(lequenchingoptiqueparlesélémentsprésents).

L’absorptiondelamatricepeutprovoquersoitunesousévaluationdurésultatparquen
chingoptique,soitunesurévaluationlorsquecertainesradiationsdefluorescenceprovoquent
uneexcitationsecondaired’autresélémentsprésents.Parexemple,laprésencedeferavec
del’aluminiumprovoqueuneintensificationdelafluorescencedecedernierparcequela
fluorescenceduferexciteàsontourcelledel’aluminium.

 Pourleséchantillonsliquides,iln’yapasdepréparationparticulièreavantanalyse.Un
petitvolumed’échantillonestplacédansunecoupelledontlefondestconstituéd’un
filmdepolypropylèneoudemylar(polyester)trèspeuabsorbantauxrayonsX.Ainsila
profondeurd’absorptionatteint1cmpourleshydrocarbures.

 Pourleséchantillonssolides,enrevanche,surtoutsilesmatricessontmalconnues,une
transformationpréalableestsouhaitable.Eneffetlafluorescencemesuréepourlesma
tériauxmassifsneconcernequ’uneépaisseurdequelquesmicromètressouslasurface.
Cetteépaisseuranalyséedépendàlafoisdelacompositiondusolideetdel’angled’in
cidencedesrayonsXprimaires:ellevadequelquesangströms(siincidencerasante),à
undemimillimètre.Toutehétérogénéitésuperficiellesetraduitdoncpardesvariations
importantessurlerésultat.C’estlaraisonprincipaledusurfaçageavantanalyse.
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Lesdeuxtechniquesdepréparationdeséchantillonssolidessontlaminéralisationetle
pastillage.Laminéralisationconsisteàmélangerunpeudel’échantillonréduitenpoudre
avecdutétraboratedelithium(Li 2B4O7),etdiversadditifs.Leverreobtenuparfusiondans
uncreusetélectriqueàchauffageparinduction, appeléperle, constitueunematriced’élé
mentslégers, donctransparenteauxrayonsX. Lepastillageavecunepressehydraulique
estunealternativeàlafusion. Pourassurerlacohésiondelapastille, onajouteunecire
(polymèreorganiqueforméd’élémentslégers).

12.7ABSORPTIONDESRAYONSX-DENSIMÉTRIEX

LapénétrationdesrayonsXdanslamatièreconditionneindirectementl’analyseparfluo
rescenceX.Ilestdoncutilederappelerlaloiquirégitcetteabsorption.

L’intensitéPdurayonnementquiémergeaprèsavoirtraverséunmatériaudontl’épais
seurestx(cm)etdontlecoefficientd’absorptionlinéiqueest m(cm

−1)pourlalongueur
d’ondeconsidérée,vaut,parrapportàsavaleurinitialeP 0 etpourunangledepénétration
de90

◦
:

P = P0 · exp −mx (12.5)

Cetteexpressiondécouledel’intégrationdelaformeélémentairedP = −mPdx,sem
blableaupostulat poséencequiconcernelaloideBeerLambert (voir§9.9). Onpeut
calculer mpourtoutmatériaudontonconnaît r,massevolumique(g/cm 3)etlacomposi
tion,àpartird’unetabledonnantlescoefficientsd’absorption(oud’atténuation)massiques
desélémentsquilecompose.Oncommenceparétablirlecoefficientmassiquepondéré mM

(cm2/g)dumatériauétudié.Ensuiteonfaitintervenirladensitédumatériau,cequidonne
m= mMr.
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Figure12.14DensimétrieX. %detransmittancededeuxfilmsd’élémentslégers.
Lefilmde7 mm debérylliumestsouventutilisécommematériaupourconfectionner
lesfenêtresdesdétecteursenénergie.Onremarquequepouruneradiationde1 keV,
(NaKa parex.)l’atténuationapportéeparcefilmestencorede50%.

Lafigure12.14montrequ’unfilmdebéryllium,telceuxquiserventdefenêtrepourles
détecteurs,estopaqueaurayonnementémisparlesélémentslespluslégers(E < 1keV
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pourZ < 10). Lecoefficientd’absorptionlinéiqued’unmatériaudécroîtlorsquelalon
gueurd’ondediminue. Oncomprendmieuxpourquoi pouraméliorerledosagedesélé
mentslégersdanslesliquidesonopèresousatmosphèred’héliumetsousvidedanslecas
dessolides.

Larelation12.5permetdecalculerqu’unfilmd’aluminiumménagerde12 mmd’épais
seur( r = 2,7g / cm3)absorbe57%del’intensitédelatransition:TiK a (mM = 264cm 3/ g)
mais1%seulementpourlatransitionAgK a (mM = 2,54cm 3/ g).

12.8ANALYSEQUANTITATIVEPARFLUORESCENCEX

Larelationentrelaconcentrationmassiquedel’élémentàanalyseretl’intensitémesurée
d’unedesesraiescaractéristiquesestcomplexe.Danslecasd’analysesdetraces,différents
modèlesontétédéveloppéspourcorrélerlafluorescenceàlaconcentrationatomique.On
doitapporterdenombreusescorrectionsduesauxeffetsinteréléments, àl’excitationpré
férentielle, àl’autoabsorption,aurendementdefluorescence(lesatomeslourdssedésex
citentplutôtparconversioninternesansémissiondephotons),autantd’effetsquiexigent
queleséchantillonsderéférenceaientpratiquementmêmestructureetmêmecomposition
atomiquepourtouslesélémentsprésents. Ladifficultéd’unebonneanalysequantitative
defluorescenceXsesitueàceniveau. Lorsqu’onopèresurunéchantillonsolide, ilfaut
veilleràavoirunesurfaceparfaitementpropre,éventuellementpolie,sachantquel’analyse
neconcernequelacompositionàproximitéimmédiatedelasurface.

Laméthodeseprêteenanalysequalitativeàl’identificationautomatiquedesraies,sou
ventagrémentéedeprésentationsvisuellestrèssophistiquéessurfonddeclassificationpé
riodiquemulticolore.Enanalysesemiquantitative,deslogicielsconduisentàlacomposition
approchéedel’échantillonsansnécessiterdestandardsderéférence.Enrevanche,enana
lysequantitative, lesproblèmessont plussérieux, l’étalonnageimposant desmatricesen
toutpointcomparables.Denombreusescorrectionsinterviennent:dunuméroatomiqueZ,
del’isotopeAetdelafluorescenceF(correctionsZAF).

12.9APPLICATIONSDELAFLUORESCENCEX

Initialement,lafluorescenceXétaitsurtoututiliséedanslesindustriestraitantdesmétauxou
desalliagesetd’unefaçongénéraledanslagrandeindustrieminérale(sidérurgie,industries
desciments, delacéramique, duverre). Cetteméthodenondestructivedel’échantillon
quinenécessitepasoutrèspeudepréparationpréalable,a,deplus,uneplagedynamique
étendue. Ilestpossibleparexemplededosersurunemêmeprised’essaideuxéléments
dontlesconcentrationssontde50%pourl’unetdequelquesppmpourl’autre.Lesprogrès
dansladétectiondesphotonsdegrandeénergieontaméliorélaprécisiondesanalysesdes
élémentslourdsquipeuventêtreobtenuesàpartirdeleursraiesK,etnonplusdeleursraies
Lquisesituentdanslapartieduspectreoùlesniveauxdebruitdefondsontélevés.

Aveclacommoditédesappareilsactuels(fig.12.15),sonchampd’applications’estconsi
dérablementétendu.Ilvadesanalysesqualitativesderoutine,àdesdosagesquiatteignent
laprécisiondesméthodesparvoiehumide,enpassantpardesanalysessemiquantitatives,
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soit enrechercheet développement soit encontrôledeproduction. Desanalysessemi
quantitativessontpossibles,sansstandardsderéférence,parl’emploidelogicielstrèsper
formants.

Reading 2
NomSec 62.3
SuperTeach
AISI 304
Sn5.29 0.00
Pd45.98 0.00
Ag37.41 0.00
Al 84.97 0.00
Mo34.67 0.00
Nb 1.82 0.00
Zr 1.350.00
[Cd]

Figure12.15Appareilportatifdeterrain.
Cetinstrumentestreprésentatifd’unecatégoriedespectromètresdispersifsenénergie
équipéd’ungénérateuràrayonsXsanssourceradio-active(reproduitavecl’autori-
sationdelasociétéNiton, USA).Lacopied’écrandontestmuni cetappareil permet
derendrecomptedesespossibilitésàconditionquel’étalonnageaitétéparfaitement
effectué.

EnfinlamicroanalyseXpermet, pour leséchantillonsqui idéalement doivent être
conducteursdel’électricité,dedresserlacartographiedechaqueélémentauseind’unobjet
hétérogène,observéavecunmicroscopeélectronique.

6sourcesrayons 



6détecteursrayons 
électronique

R-X

surfacesol

détecteurR-X

vuededessousdel'APXS

Figure12.16AnalysedusoldelaplanèteMars.

Àl’avantduvéhiculerobotiséposésurlaplanèteen2004setrouveunbrastélescopique
portantlespectromètre«Athena»APXS, dontlapartieextrême,représentéeici,est
munied’unensemblesources/ détecteursdanslebutd’analyserlesélémentsprésentsà
lasurfacedusolsuruneépaisseurinférieureà100micronsetunesurfaced’unedizaine
decm2.
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Lalisteserait longues’il fallait indiquertouteslesapplicationsdelafluorescenceX
enanalyse.Industriesphotographiques,papetières,dessemiconducteurs(impuretésdusi
licium), pétrochimiques(S, P, Cl)... Engéologie, toxicologie, environnement(poussières,
fuméesdecombustion,pollutiondesterrains),gestiondesdéchetsetdesrejets(éléments
lourdstelsAs,Cr,CdouPb),analysedes«ultralégers»(azote).Enfinpourdesapplica
tionstrèsactuelles,c’estparcetteméthodequel’onfaitlediagnosticplombdansl’habitat
(peinturesetrevêtementsmuraux)etqu’onanalyselesoldeMars(fig.12.16).

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.amptek.com www.kevex.com www.spectrace.com
www.brukeraxs.de www.oxfordinstruments.com
www.panalytical.com www.niton.com www.edax.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice12.1
a)Pourquoiletableaudesraiesd’émissiondefluorescenceXnecommencetilqu’auli
thium?
b)Pourdoserlesélémentsdontl’énergiedurayonnementémisestinférieureà3keV,ilest
nécessairedepurgerl’airdel’appareilpourleremplacerpardel’hélium.Pourquoi?

Exercice12.2
UntubeàrayonsXdontl’anticathodeest entungstène, sert desourcedansunspectro
mètredefluorescenceXcomportantungoniomètreéquipéd’uncristaldetartrated’éthy
lènediamine.Leplanderéflexionmisenjeucorrespondàunedistanceinterréticulairede
d = 4,404.
a)Calculerl’anglededéviationmesuréparrapportàladirectiondurayonincidentpour
recueillirlaraiedefluorescenceL b dubrome( l = 8,126)émiseparunéchantillonde
bromuredesodium(onconsidèrequel’observationsefaitenréflexiondupremierordre).
b)Sachantquelalongueurd’ondedelaraieK a del’anticathodedetungstèneestde0 ,209,
calculerlatensionaccélératriceminimumdesélectronsdutubeàrayonsXpourfaireappa
raîtrecetteraie.

Exercice12.3
PourraitonseprotégerefficacementdesrayonsX,ens’entourantd’unfilmd’aluminium
ménager,d’épaisseur12 mm?
Onferalecalculdupourcentagedetransmission(massevolumiquedeAl = 2,66g / cm3):
 pourlaraieK a dutitane(4 ,51keV, mM Al = 264cm 2 ·g

−1),
 puispourlaraieK a del’argent(22keV, mMAl = 2,54cm 2 ·g

−1).©
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Exercice12.4
Lesoufreprésente2raiesdetypeK: Ka1 = 5,37216etK a2 = 5,37496.

a)Quelestl’écartexpriméeneVentrecesdeuxraies?

b)Sionadmetquelalargeurnaturelleàmihauteurdecesraiesestde5eV,quelleconclu
sionpeutonentirer?

c)SachantquelapositiondelaraieK a2 augmentede0 ,002lorsqu’onpassedeS 6+ àS 0,
montrerquecelan’apasd’incidencesurlerepéragedelaraieexpriméenénergie.

Exercice12.5
Onveut déterminerle%massiquedeMnprésent dansuneroche. Onutilisel’élément
Bacommeréférenceinterne.Deuxsolutionssolidesd’étalonnagesousformedeperlesau
boraxconduisentauxrésultatssuivants:

N◦ solution % Mn(enmasse) rapportdecomptageMn/Ba

1 0,250 0,811

2 0,350 0,963

sol.àdoser ? 0,886

ÉvaluerlepourcentagemassiquedeMnpourlasolutionàdoser.

Exercice12.6
UnappareildefluorescenceXàdispersionenlongueursd’ondeestutilisépourdéterminer
lepourcentageenmassedecarbonecomprisentre2et 4%dansdelafonte. Bienque
l’atténuationdelaraieK a ducarbonesoitimportantedanslefer, unétalonnagelinéaire
peutêtreréalisésilamatrice(fonte)apratiquementlamêmecompositionquelesétalons.
Septétalonssontutiliséspourcetétalonnage.Lacompositionencarbonedecesétalonsest
déterminéeavecprécautionparuneméthodeclassiquederéférence.Lesintensitésencoups
parseconde(cps)delaraieK a ducarboneetlesconcentrationsdesétalonssontdonnées
dansletableausuivant:

% m/m 2,32 2,93 3,45 3,89 2,87 3,80 3,46

cps 158 209 243 274 204 262 237

a)Déterminerlarelationentrel’intensitédelaraieencpsetlacompositiondesétalonsen
%massiquesparrégressionlinéaire.

b)L’intensitédelaraieducarbone,pourunefontedecompositioninconnue,estévaluéeà
233cps.Calculersonpourcentagemassiqueencarbone.
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Exercice12.7
Dosagedel’aluminiumparspectrophotométriedefluorescenceX.
L’encreenpoudreestunélémentimportantdanslesimprimantes, lestélécopieursetles
photocopieurs.Lacompositionetl’absenced’impuretésdanscetteencresontd’unegrande
importancepourlaqualitédel’impressionetladurabilitédumatériel.C’estpourquoion
dosel’aluminiumprésentparfluorescenceXàdispersiond’énergie.
L’appareilutiliséestdotéd’untubeaurhodiumetd’undétecteurhauterésolution.
L’échantillonest compactéet introduit sousformed’unepastilledanslecompartiment
échantillon.Lesconditionsd’analysesontdonnéesdansletableauciaprès:

élément kV mA filtre milieu Durée(sec)

Al 6 900 aucun hélium 60

Danslesconditionsdel’analyse, onapurgélecompartimentéchantillonpourremplacer
l’airpardel’hélium.Sachantquedanslesconditionsdel’expérience,lamassevolumique
del’airestégaleà0 ,54g ·L

−1,quesacompositionen%volumiquesestde80%dediazoteet
20%dedioxygène,etquelescoefficientsd’atténuationmassiquedel’azoteetdel’oxygène
sontrespectivementégauxà17 ,7et27 ,2cm 2 · g

−1 à6keV,calculer:
a) lespourcentagesmassiquesenazoteetoxygènedansl’air;
b) lecoefficientd’atténuationmassiquepondérédel’air;
c) lepourcentaged’énergietransmisepar10cmd’air;
d) lepourcentaged’énergietransmisepar10cmd’héliumà300Ksous1atmosphère
(M = 4g · mol

−1,mm = 0,395cm 2 · g
−1).

Conclure.
Onprocèdeàl’étalonnageenintroduisantdel’aluminiumdansunematriceprochedecelle
del’échantillon,matriceinitialementdépourvued’aluminium.Onobtientlesrésultatssui
vants:

%m/menAl 0,10 0,30 0,46 0,60 0,90

cps 24 37 48 56 75

e) Donnerlarelationentrel’intensitédelaraieémiseencpsetle%enAldanslesétalons.
f) Sachantquel’encreétudiéedanslesmêmesconditionsdonneuneintensitéderaieémise
égaleà38cps,calculer, enpourcentagemassiqueenAl,lacompositiondel’échantillon
étudié.



Chapitre13

Absorptionatomique
etémissiondeflamme

Laspectrométried’absorptionatomique(SAA)etl’émissiondeflamme(EF),encoreap
peléephotométriedeflamme,permettentdedoserdanspratiquementtoutesorted’échan
tillon,unouplusieursélémentsprédéfinis(métauxounonmétaux)choisisdansuneliste
encontenantenviron70.Lesappareilscorrespondantspermettent,pourlaplupartd’entre
eux,d’exécuterdesdosagesensuivantl’uneoul’autredecesméthodes,bienqueleprin
cipedesmesuressoitdifférent.Lasensibilitépermetd’atteindrepourcertainsélémentsdes
concentrationsinférieuresau mg/ L(ppb).Lesapplicationssonttrèsnombreuses.

13.1EFFETDELATEMPÉRATURESURUNÉLÉMENT

Pourcomprendreleprincipedel’absorptionatomiqueetl’émissiondeflammeonpeutse
reporteràuneexpériencedueàKirchhoff, vieilledeplusd’unsiècle, danslaquelleil a
montréquelesgazincandescentsabsorbentauxmêmeslongueursd’ondequecellesqu’ils
peuventémettre.

Lorsqu’ondisperselalumièred’unarcélectrique(servantàl’époquedesourcedelu
mièreblanche),avecunprisme,onobtientunspectrecontinu(fig.13.11).Sionsubstitue
àlasourceprécédenteunbecBunsendanslequelonprojetteunpeudechloruredeso
dium, onobtientlespectred’émissiondecetélémentforméderaies(imagesdelafente
d’entrée)dont ledoublet jaunebienconnuet situéà589nm(fig.13.12et 13.2). Cette
partiedel’expérienceillustrel’émissiondeflamme.Enfin,sionassociesurlemêmetrajet
optiquelesdeuxsourcesprécédentes, arcélectriquepuisflammedubecBunsen, onob
tientunspectrequi,contrairementàlafigure13.11,comportedesraiessombresàl’endroit
desraiesd’émissiondusodium(fig.13.13).Ce«renversementdesraies»résultedelapré
sencedanslaflammed’unelargeproportiond’atomesdesodiumrestésàl’étatfondamental
quiabsorbentlesmêmesfréquencesquelesatomesdesodiumexcitésémettent.C’estune
manifestationdel’absorptionatomique.

Parmi touslesanalyseursconçuspourfairedesmesuresquantitativesontrouvepour
doserlestracesdemercuredanslesatmosphèrespolluées, uninstrumentapparentéàun
colorimètrequiexploitecephénomène.Lasourceestunelampeàvapeurdemercureetla
celluledemesureestuntubetransparentremplidel’atmosphèreàcontrôler.Sidesvapeurs
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demercuresontprésentessurleparcoursoptique, ilyaabsorptiondesradiationspréci
sémentémisesparlalampe, cequiconduitàunediminutiondelalumièretransmise, en
relationaveclaconcentrationenmercure.

collimateur objectif projectiondesspectres
surunécran

spectre
continu
lumineux

systèmedispersif

Na

Na

spectre
deraies
lumineuses
(Na)

spectrecontinu
avecdesraies
sombres(Na)

fente

1

2

3 +

Figure13.1Expériencedu«renversementdesraies»,deKirchhoff.
Leschémaconventionneldumontageoptique(collimateur,objectif)aétésimplifiépour
plusdeclarté.

Cetteexpériencetraduitl’existenced’étatsd’énergiepotentielleparfaitementdéfinispour
toutatomeetquidépendentdesaconfigurationélectronique.Lorsqu’unatomeàl’étatlibre
estportéàtempératureélevéeouirradiéavecunesourcelumineusedudomaineduproche
UV / Visible, onfavoriselepassaged’undesesélectronsexternes, del’étatfondamental
oùil setrouvenormalement, àunétat excité. Cetransfert correspondàuneabsorption
d’énergie.Inversement,lorsquel’atomerevientspontanémentàsonétatfondamental,ilpeut
réémettrecetexcédentd’énergiesousformed’unouplusieursphotons.Dansl’expérience
précédemmentdécrite,laflammeprovoquelestransitionslesplusprobablesdel’atomede
sodium(fig.13.2).

LaloiderépartitiondeMaxwellBoltzmannpermetdecalculerl’effetdelatempérature
surchaquetransition.EndésignantparN 0 lenombred’atomesàl’étatfondamentaletpar
Ne celuiàl’étatexcité,ona:

Ne

N0
= g · exp −DE

kT
(13.1)

Ttempératureabsolueenkelvins
grapportdespoidsstatistiquesdesétatseet0del’élémentconsidéré(nombreentier)
DEécartd’énergie(joules)entrelesdeuxpopulationsconcernéeseet0.
kconstantedeBoltzmann(k = R/ N = 1,38 × 10

−23 J/K)
Si DEestexpriméeneVetnonenjoules,larelation13.1devient:

Ne

N0
= g · exp −11600

DE
T

(13.2)©
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Figure13.2Quelquesniveauxexcitésdel’atomedesodium
Représentationsimplifiéedesniveauxd’énergiedel’atomedesodium.Originedesdiffé-
rentesradiationsémises,comptetenudesrèglesdesélection.Valeursindiquéesennm.

Chaquetransitionatomiquecorrespondàuneémissionouuneabsorptiond’énergie,ré
partiesurunintervalletrèsétroitdelongueurd’onde, cequicorrespondàlalargeurna
turelledelaraie. Cellescidépendentdelatempérature. Ellepassede10

−5 nmdansles
conditionsidéalesàenviron0 ,002nmà3000K.Enréalitélesimperfectionsdesspectro
scopessontresponsablesd’unélargissementbienplusgranddel’imagedesraies.

13.2APPLICATIONAUXAPPAREILSACTUELS

Pourdoserunélémentparl’uneoul’autredecesméthodes,ildoitêtresousformed’atomes
libres.L’échantillonestdoncportédansl’appareilàunetempératured’aumoins2000

◦
C

afindedissociertouteslescombinaisonschimiquesdanslesquellessontl’élémentconsidéré
ainsiquetoutlerestedel’échantillon.Cettepyrolyseconduitàlaconcentrationtotalede
l’élémentsanspermettredeconnaîtresarépartitionentreplusieurscomposésdanslesquels
ilsetrouvaitéventuellementàl’origine(c’estdonclecontraired’uneanalysedespéciation).

Deuxdispositifsthermiquescoexistent:l’unestconstituéparunbrûleuralimentépar
unmélangegazeuxcomburant/combustible,l’autreparunesortedepetitfourélectrique
tubulaire. Danslepremiermontage, quiconvientpourlaplupartdeséléments, unesolu
tionaqueusedel’échantillonestnébuliséepuisentraînéeàdébitconstantdanslaflamme.
Danslesecond, l’échantillonestdéposédansunpetittubeengraphiteouvertàsesdeux
extrémités,oùilestvolatilisé.Cemontage,pluscoûteux,estbeaucoupplussensiblepour
lesélémentsréfractaires(V,Mo,Zr).Danslesdeuxcasletrajetoptiquesource / détecteur
traverselazonecontenantlesatomesdel’élémentpasséàl’étatlibre(sortedenuageformé
d’ungazd’atomes).
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 Enabsorptionatomique,laconcentrationestdéduitedelamesuredel’absorptiondela
lumièreparlesatomesdel’élémentrestésàl’étatfondamentallorsqu’ilssontéclairéspar
unesourcelumineuseconvenable.

 Enémissiondeflamme, aucontraire,onmesurel’intensitédesradiationsémisesparla
fractiondesatomespasséeàl’étatexcitéparsimpleeffetthermique.

Enabsorptionatomiquecommeenémissiondeflamme,lamesured’intensitélumineuseest
faiteàunelongueurd’ondespécifiquedel’élémentanalysé.

L’émissiondeflammedésignel’émissiondephotonsparcertainsélémentslorsqu’ilssont
soumisàunetempératuredel’ordrede2000à3000

◦
C.Latechnique,quisertuniquement

àfairedesdosages,sedistinguedel’émissionatomique;cetermeplusgénéralconcerneune
autreméthodespectraled’analyse,àlafoisqualitativeetquantitative,utilisantdessources
thermiquesàplasmaatteignantdestempératuresbeaucoupplusélevéesetunepartieoptique
trèsperformante.

13.3ABSORPTIONATOMIQUECONTREÉMISSIONDEFLAMME

Lesvaleurscourantesdesdifférentsparamètresdesexpressions13.1et13.2montrentavec
quatreexemples(tabl.13.1)quelesatomesdemeurentpratiquementtousàl’étatfondamen
taletcelad’autantplusquel’écart DEestplusgrandetlatempératuremoinsélevée.

Tableau13.1RapportNe/ N0 pourquelquesélémentsàdifférentestempératures.

Élément l (nm) E(eV) g 2000K 3000K 4000K

Na 589 2,1 2 1,0× 10
−5 6,0× 10

−4 4,5× 10
−3

Ca 423 2,93 3 1,2× 10
−7 3,6× 10

−5 6,1× 10
−4

Cu 325 3,82 2 4,8× 10
−10 7,3× 10

−7 3,1× 10
−5

Zn 214 5,79 3 7,3× 10
−15 5,7× 10

−10 1,5× 10
−7

Ilsembleraitdoncqu’ilsoitpréférable, danstouteslescirconstances, debaserlesme
suressurl’absorptionatomiqueplutôt quesurl’émissiondeflamme, d’autant plusque
lesspectresd’absorptionsontplussimplesquelesspectresd’émission.Cependantlama
tricedanslaquellesetrouvel’élémentpeutprovoquerdesinterférences, desinteractions
chimiques, uneinstabilitédesniveauxetdesphénomènesannexesquiseproduisentaux
températuresélevées(fig.13.3)etquirendentdifficilelamesuredel’absorbance.

Aveclesdétecteursactuelscomportantunphotomultiplicateur, ilsuffit, pourfaireune
mesurefiable,quelerapportN e/ N0 soitsupérieurà10

−7.

L’expériencemontrequel’émissiondeflammeestpréférablepour5à6éléments.C’est
ainsiquelesmétauxalcalins,élémentsdonnantdesflammescolorées,sontfacilementdosés
enémission(tabl.13.1).

TouslesatomesexcitésN e neretournentpasàl’étatinitialenémettantdesphotons.Ils
peuventperdreleurexcédentd’énergieautrement. D’autrepart, pluslatempératurecroît,
pluslespectred’émissiondevient complexeparsuitedel’apparitionderaiesduesaux
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atomesionisés(fig.13.3).Pourétudiercesspectrescomplexesilfautdesinstrumentspossé
dantuneoptiquedetrèsgrandequalité.Cesontlesspectrophotomètresd’émissionatomique
(cf.chapitre14).

1-évaporation
2-volatilisation
3-dissociation
4-ionisation
5-réaction
6-décomposition
7-recombinaison

aérosol(sol.)

aérosolsolide

MX

MX

MX*

MX

MO MO*

M*

M*+M+e+ –

M

MOH* MOH*

AA:
EF:EmissiondeFlamme
EA:EmissionAtomique

AbsorptionAtomique

2 3

gaz

Abs. Em.

etc.

5 6

Abs.

Em.

(atomique)(atomique)

4 7

1

AA

EF

EA

Figure13.3Résumédel’évolutionpossibled’unaérosoldansuneflamme.
Absorptionetémissionatomiquessesituentdanslapartiedudessinengrisé.

13.4DOSAGESPARSAAOUPAREF

Ledosagedesélémentsparcesméthodesimpliquequel’onpuisserelierleurconcentration
àl’intensitédel’absorptionoudel’émissionlumineusecorrespondante.Lesméthodesfont
appelauxprotocolesclassiquesavecétablissementd’unecourbed’étalonnageàpartirde
solutionssynthétiquesdeconcentrationcroissanteenanalyte.

13.4.1Dosagesparabsorptionatomique

L’absorbancedel’élémentdanslaflammedépenddunombred’atomesN 0 restésàl’état
fondamentalsurletrajetoptique.Onprocèdepardesmesurescomparativesavecdessolu
tionsd’étalonnage.

A = k ·c (13.3)

A, absorbance; c, concentrationdel’élément; k, coefficient propreàchaqueélément
pourlalongueurd’ondechoisie.

Lacomparaisons’arrêtelàaveclarelationdeBeeretLambert(onnecalculepasleco
efficientd’absorption ´).L’appareilaffichel’absorbanceenfaisantlerapportdesintensités
transmisesenl’absence,puisenprésencedel’échantillon.Lalinéaritén’esteffectiveque
pourlesconcentrationsfaibles(typiquementendessousde3ppm),pourlesmilieuxoùl’ef
fetdematriceestnégligeable(fig.13.4).Silamatriceestcomplexe,ilfaudrareconstituer,
pourlagammeétalon,l’essentieldumilieuoualorsutiliserlaméthodedesajoutsdosés,en
s’assurant,pourcettedernière,delalinéaritéderéponseenabsorbance.
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Figure13.4Exemplesdecourbesd’étalonnageenabsorptionatomique.
Droited’étalonnageavecunappareilàeffetZeeman(voir§13.7.2)pourledosagedu
sodiumàdesconcentrationssubppbetcourbequadratiquepourledosageduzincà
desconcentrationsdel’ordreduppmavecunappareilàbrûleur.Cettedernièrecourbe
montrequepourlesconcentrationsdel’ordreduppmlalinéaritédel’absorbancen’est
plusrespectée.Leslogicielsd’analysequantitativeenSAAproposentplusieurstypesde
courbesd’étalonnage.

13.4.2Dosagesparémissiondeflamme

Pourunepopulationdenatomesexcités, l’émissionlumineuseI e dépenddunombre
dnd’entreeuxqui retournent àl’état fondamental pendant l’intervalledetemps dt :
(dn / dt = k n).Commenestproportionnelàlaconcentrationdel’élémentdanslapartie
chaudedel’appareil,l’intensitélumineuseémiseI e,quivariecommedn / dt,estellemême
proportionnelleàlaconcentration:

Ie = K ·c (13.4)

Cetteformulen’estvalableiciencorequepourlesfaiblesconcentrationsetenl’absence
d’autoabsorptionoud’ionisation.Commeprécédemmentlamiseaupointd’undosagepar
émissiondeflammeexigeunétalonnagedel’appareilavecunegammedestandards.

13.5INSTRUMENTATIONDEBASEENABSORPTIONATOMIQUE

Leschémaoptiqued’unappareild’absorptionatomique,illustréiciparunmodèledebase
detypemonofaisceau(fig.13.5),comportequatrepartiesprincipales.

Lefaisceaulumineuxissudelasource(1)traverselaflamme(2)danslaquellel’élément
setrouveportéàl’étatatomique,avantd’êtrefocalisésurlafented’entréed’unmonochro
mateur(3)quisélectionneunintervalletrèsétroitdelongueursd’onde.Letrajetoptiquese
terminesurlafenêtred’entréedudétecteur(4).

Si l’élément qui correspondàl’intervalledelongueurd’ondesélectionnéparlafente
d’entréedusystèmedispersifn’est pasprésent danslaflamme, ledétecteurreçoit toute
l’intensitélumineuseI 0 émiseparlasourcedanscet intervallespectral. Enrevanchesi
l’élémentestprésent,l’intensitéreçueIestmoindre(fig.13.6).©
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1

2

3
4

systèmedispersif
etobjectif

fented'entrée fentedesortie

signal

dispositif
d'atomisation

détecteur
(PM)

F F'
S

Figure13.5Lesdiversespartiesd’unappareilcommerciald’absorptionatomiquemonofaisceau.
ModèleIL157,construitdanslesannées80.1,source(lampespectrale);2,flammedu
brûleur;3,monochromateuràréseauet4,détecteur(photomultiplicateur).Lasource
éclaireunefentesituéeàl’entréeamontdusystèmedispersif. Lafentedesortie, en
aval,estàproximitédelafenêtredudétecteur.Ellepermetdesélectionneruneétroite
bandepassanteduspectre(Dl de0,2à 1nm ),qu’ilnefautconfondreniaveclalargeur
decettefentedesortie,ouencoreaveccelledel’imagedelafented’entrée.

Silasourceémetuncontinuumdelumière,lerapportI / I0 seratoujoursprochede1car
lesraiesd’absorptionsonttrèsfines(1 ×10

−3 nm).Savaleurseradoncdifficileàdéterminer
avecprécision. Si, aucontraire, onchoisitunesourcequiémetlesseulesradiationsque
l’élémentestcapabled’absorber,lerapportI / I0 pourraêtrebeaucouppluspetitque1.Ilen
résulteraunemesureplusfiabledecerapportsachantquelesphotomultiplicateursactuels
sontextrêmementsensibles.

spectredelumièreblanche spectred'émissiond'unelampespectrale

sanséchantillon avecéchantillon

raiesd'absorption

sanséchantillon avecéchantillon

1

2

III0 I0

3

4

dI

1 2 3 4

Figure13.6ComparaisondesintensitéstransmisesenAA
avecunesourceàcontinuum(1et2),etavecunelampeàraiesspectrales(3et4).
Lerectanglefigurel’intervalledelongueursd’ondeque«voit»lePM. Lesignal de
cedernierestproportionnel àlasurfacedespartiesenblanc. Parcetteastuce, «la
résolutionestdanslasource»,pourreprendrel’expressiondeWalsh,l’undespionniers
del’absorptionatomiqueactuelle.

13.5.1Lampesàcathodecreuse
Pour lesraisonsévoquéescidessus, lesappareilsd’absorptionatomiqueutilisent des
lampesàdéchargeenprésenced’argonoudenéonutiliséscommegazderemplissage
sousunepressiondequelquescentainesdepascals.Lespectred’émissiondecessources
comportedesraiesintensesquidépendentdel’élémentconstituantlacathode.Ainsi,pour
unélémenttelleplomb,lacathodedevracontenirduplomb.C’estpourquoiilexisteprès
d’unecentainedelampesdifférentesavecdescathodescreusesconstituéesd’éléments
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pursmaisaussid’alliagesoudepoudresfrittéespourleslampesmultiéléments(fig.13.7).
L’anodeestenzirconiumouentungstèneetlafenêtredelalampeestenverrepyrexoude
silice,suivantleslongueursd’ondeémisesparlacathode.Lemontagecidessousn’étant
pasréalisablepourlesodium(point defusiontropbas)oulemercure(état liquide), on
utilisedeslampesàvapeurmétallique.

+-
-
-
-

-
-
-

*

*

-

+

cathode anode
fenêtreen
verredesilice

écran cathode

principedel'ionisation

néon

électron

atomedemétal
excité

atomedemétal

h

Ne

Ne

Ne

Ne

Ne

Ne

*

Figure13.7Lampeàcathodecreused’unmodèleclassique.
Lacathodeestuncylindrecreuxdontl’axederévolutioncorrespondàl’axeoptiquede
lalampe.L’intensitéestdequelquesmilliampères.Àdroite,dansl’encadré,représenta-
tionimagéedel ’excitationdesatomesdelacathodesousl’impactdesionsnéon.

Lorsqu’onappliqueunetensiond’environ300Ventrelesélectrodes,lesélectronspro
voquentl’ionisationdugazderemplissage.Cesions(Ar + ouNe +),acquièrentassezd’éner
giecinétiquepourarracherdesatomesdelacathodequidevientéquivalente,ensurface,à
ungazatomique.EnappelantM(Cat.)l’élémentMàl’étatdemétal(cathode)etM(Gaz)
lorsqu’ilestàl’étatatomique,l’émissioncorrespondàunenchaînementd’étapestellesque:

M(Cat.)
Ne+
−→M(Gaz)

∗−→M(Gaz)+photon

Lespectredelalampecorrespondàlasuperpositiondesradiationsémisesparlacathode
etparlegazderemplissage.Lalargeurdesraiesd’émission,quidépenddeseffetsDoppler,
Stark(ionisation)etLorentz(pression),estplusétroitequelalargeurdelabanded’absorp
tioncorrespondante.Lemonochromateurpermetd’éliminerunegrandepartiedelalumière
parasitedueaugazderemplissageetdechoisirlaraielaplusintenseduspectre,pouravoir
unemeilleuresensibilité(fig.13.8),saufencasd’interférenceavecunautreélément.Enfin,
ilexistequelqueslampessansélectrodes,dontl’émissionesttrèsintense.Ellesconsistent
enuntubescelléensilicecontenantunseldel’élémentchoisiquel’onexciteavecunémet
teurderadiofréquence.Ellessontréservées,entreautres,àdesélémentstelsAs,Hg,SbBi
etP.

EngénéralpourchaquelampeàCCplusieursraiesd’émissionsontutilisables.Ellesn’ont
pastouteslamêmeintensité.Lechoixdelaraiepourundosagedépendentreautredela
concentrationdelasolutionnébulisée,sachantqu’enSAAlaprécisiondudosagediminue
assezviteaveclaconcentration(plagedynamiquede1à100).
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AsAs
LampeCCarsenic
Gazderemplisage:néon
fenêtre:quartz
-raielaplusintense:197,2nm
bandepassante
recommandée:0,5nm
-raiesecondaire
(50%moinsintense):193,7nm
bandepassante
recommandée:1nm.
Lasensibilitédesmesures
est2foisplusfaible
aveccetteseconderaie.

193,7nm197,2nm

0 +2-2 nm0 +2-2 nm

Figure13.8Caractéristiquesd’unelampeàcathodecreuse(CC)pourl’élémentAs.
Il existeunecentainedelampesmono-oumulti-éléments(de2à7éléments). Leur
duréedevieestassezcourte.

13.5.2Dispositifsthermiquespourobtenirdesgazatomiques

 Atomisationparnébulisationdansuneflamme. Unensemblemécaniquerobuste,
appelébrûleur, alimentéparunmélangegazeuxcombustible / comburant, produit une
flammedontlabases’inscritdansunrectanglede10cmdelongueuretde1mmde
largeur. L’axeoptiquedel’appareil est alignédanssaplusgrandedimensionavecla
flamme(fig.13.9).L’échantillonmisensolutionaqueuseestaspiréetnébulisédansce
mélangegazeux.

chambredemélange

têtedubrûleur

dispositifdedispersion
delasolution

répartiteur

Figure13.9Brûleurd’unappareild’absorptionatomique.
Modèles3100-3300dePerkin-Elmer(reproduitavecl’autorisationdecettesociété).

Laflammeest principalement caractériséeparsaréactivitéchimique, satempérature
(tab. 13.2)etsonspectre. C’estunmilieucomplexeenéquilibre, comportantdesradi
cauxlibres,àl’origined’unspectreduprocheUV,quirésultedelasuperpositionderaies
d’émissionetd’absorption,cequipeutgênerl’observationdecertainséléments.N’im
portequeltypedeflammeneconvientdoncpasàn’importequelélément.Laréactivité
chimiquedelaflammen’étantpashomogèneilimportederéglerlapositiondutrajet
optiquedel’appareil.
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Onchoisitsouventlaflammeair / acétylène.Pouratteindredestempératuresplusélevées,
l’airestremplacéparl’oxydenitreuxN 2O.

Tableau13.2Températureslimitesdequelquesmélangescombustibles.

Mélangecombustible/ comburant Températuremax.(K)

butane/ air 2200

acétylène/ air 2600

acétylène/ oxydenitreux (N2O) 3000

acétylène/ oxygène 3400

 Atomisationélectrothermique.Ledispositifprécédentavecflammeetnébuliseurest
remplacéparunfourgraphitecomposéd’untubeencarbonegraphitecomportantunepe
titenacelledestinéeàrecevoirunequantitéd’échantillondequelquesmgou mLconnue
avecprécision(fig. 13.10). Cetube, dontl’axecentralsesuperposeàl’axeoptiquedu
spectrophotomètre,faitofficederésistanceélectrique.Ilestsusceptibled’atteindre,par
effet Joule, plusde3000K. Lecycledechauffagecomportegénéralement plusieurs
étapes. Pourévitertouteperteparprojections, onfaitcroîtregraduellementlatempé
rature,poursécherpuisdécomposeretenfinatomiserl’échantillon.Danscettedernière
étape,lamontéeentempératurepeutatteindre2000

◦
C/ sgrâceàquoil’échantillonest

portéen3ou4secondesàl’étatdegazatomique.

modèledetubegraphite
(sectionavecnacelle)

échantillon

orificedufourargon

refroidissement
(eau)

a
b

c

picd'absorbance

abs.

temps(s)010203040

Programmeélectrothermique
1-séchage(100°C)
2-décomposition(400°C)
3-atomisation(2000°C)
4-pyrolyse(nettoyage)2300°C

0

0,5

1

1
2

3
4

500

1000

1500

2000

2500 °C

4cm

axeoptique

argon

Figure13.10Systèmed’atomisationélectrothermique.
a)DispositifàfourgraphitechauffépareffetJoule;b)exempledetubechauffanten
graphite;c)courbedeprogrammationdetempératureenfonctiondutempsavecas-
pectdusignal d’absorption.Lesdeuxpremièresétapesdeceprogrammeélectrother-
miquesonteffectuéessousatmosphèreinerte(balayaged’argon).
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Letubegraphiteestentouréd’unedoublegaine.L’unesertàfairecirculerungazinerte
tell’argonpourprotégerlesélémentsdel’oxydation, etl’autredel’eaupourrefroidir
l’ensemble.
Comparativementaubrûleur,cedispositifproduituneplusfortedensitéd’atomesetun
tempsdeconfinementpluslong,cequipeutmultiplierlasensibilitéparunfacteur1000.

 Vaporisationchimique.Quelquesélémentsdontl’arsenic(As),lebismuth(Bi),l’étain
(Sn), lesélénium(Se)sont difficilement réduitsàl’état atomiquequandilssont dans
desétatsd’oxydationélevés. Pourdoserceséléments, onfait réagirl’échantillon, en
amont duspectrophotomètre, surunagent réducteurconstituéparduborohydrurede
sodium(N aBH4)ouduchlorurestanneuxS nCI2 enmilieuacide(fig.13.11).Ilseforme
unhydrurevolatildel’élémentquiestentraînéparungazdebalayageversunecellule
enquartzplacéedanslaflammedubrûleur.
Exempledelaréductiond’unseld’arsenicparleborohydruredesodium:

As+++ NaBH4−→ AsH3
H+ (800◦C)−→ As+

3
2

H2

Leshydrures,facilementthermolysésvers1000K,libèrentl’élémentàl’étatd’atomes.
Onutilisedepréférenceunesourcelumineuseconstituéeparunelampesansélectrodes.

pompes

autoéchantillonneur

échantillon
ou«blanc»

séparateurdegaz

verslacellule

tubederéaction

HCl5M

NaBHà1%
4

B

pour
As,Bi,Sb
Se,Sn,Te,
Hg(vap.froide)
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a
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brûleur

ga
z
ve
ct
eu
r
ar
go
n

axeoptique

Figure13.11Dispositifhydrure
Réservéàcertainséléments,cetautomatecomporteuntubedemélangeoùl’hydrure
dumétal (oudunon-métal) estforméparactiondel’hydruredebore. Uncourant
d’argonextraitl’hydruremétalliqueformé(séparateurdegaz)pourl’entraînerdansun
tubedesiliceportéentre800et1000degrésdanslaflamme.

Quant aumercure, il n’est pastransforméenhydrure, maisil resteàl’état métallique
(Hg0)onutiliseparconséquentunecellulespécialequin’apasbesoind’êtreportéedans
uneflamme. C’estlaméthode«àvapeurfroide»miseenapplicationdansdesappareils
spécialisés(réductionparSnCl 2).
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13.6PHOTOMÈTRESDEFLAMME

Lesmesuresparphotométriedeflammesonteffectuées,soitàpartirdesspectromètresd’ab
sorptionatomiqueàbrûleurutiliséssourceéteinte,soitàpartirdephotomètresdeflamme,
appareilsplussimples,dontleprixd’achatestenvirondixfoisinférieuràceluidesappa
reilsd’absorptionatomique.Cesphotomètressontcapablesdefairedesmesuressurcinqou
sixélémentsseulement.Pourisolerunebandespectralerecouvrantlaraied’émissionchoi
sie,ilscomportent,àdéfautd’unmonochromateur,unsimplefiltrecoloréinterchangeable.
Ilsdemeurenttoujourstrèsutiliséspourlesapplicationsdecontrôleconcernantledosage
desmétauxalcalinsoualcalinoterreux(ex. calciumdanslesbièresoulelait, potassium
danslescimentsetlesminerais...).Certainsmodèlesplusperfectionnésdisposentdedeux
cellulesdemesurecequipermetdecomparerl’intensitélumineuseémiseaveccelled’une
solutionderéférence,facilitantdecefaitlecalculdesconcentrations.Lalimitedelinéa
ritédelaréponseestviteatteinte,cequiimposedetravailleravecdessolutionsfaiblement
concentrées(10à100ppm).

Leprincipedelaphotométriedeflammeestmisàprofitdansuntypededétecteurspé
cifiqueettrèssensibledel’élémentsoufre,enavald’unchromatographeenphasegazeuse
oudansdesanalyseursparticuliers.Ainsi, enCPG,quanduncomposéorganosulfuréest
pyrolysédanslebrûleurdudétecteurilseformeaucontactd’uneflammeair / dihydrogène,
réductrice,dusoufreàl’étatd’élément,quiémetdesradiationsspécifiquesde394nmde
longueurd’onde.

13.7CORRECTIONDESABSORPTIONSPARASITES

L’absorptionatomiquepermetdedoserenviron70élémentsàdesconcentrationstrèsfaibles
(fig.13.17).Sonchampd’applicationestdoncconsidérableetsonutilitéestd’autantplus
grandequecetteméthodeacceptedeséchantillonsseprésentantsousdesformesvariées.
Commeenspectrophotométrieduvisibleoudel’infrarouge,ilestnécessairedefaireune
correctiondufondd’absorption,àlafoispourneutraliserlesfluctuationsd’intensitédela
lampeetretrancherlesabsorptionsparasites.

Aveclesappareilsàbrûleurlebruitdefondestengénéralpeuimportantparcequ’on
nébulisedessolutionsaqueusesdiluées.

Enrevanche, aveclesdispositifsàfourgraphite, leséchantillonsdéposésàl’étatbrut,
solideouliquide,peuventengendreruneabsorptionparasiterésultantd’uneatomisationin
complètedueàlamatrice.C’estlecasnotammentdeséchantillonscontenantdesparticules
ensuspension,desionsdifficilementréductiblesoudesmoléculesorganiquesnonbrûlées
parmanquededioxygène.Ilapparaîtunfondabsorbantconstant(fumées)dansl’intervalle
délimitéparlemonochromateur. Pourcorrigercet effet, lesconstructeursproposent des
appareilsmodifiésafind’utiliserdiversesméthodes.Étantdonnéquepourcetyped’échan
tillonil n’est paspossiblededisposerdelamatriceseule, sansl’analyte, il neservirait
àriendefabriquerdesappareilscomportantunseconddispositifthermiqueentoutpoint
semblableaupremieretplacésurunsecondtrajetoptiqueservantderéférence.
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13.7.1Correctiondubruitdefondparlampeaudeutérium

Lesmodèlesutilisant cemodedecorrectioncomportent unesecondesource, continue,
constituéeparunelampeàdeutérium(fig.13.13).Lesmesuresreposentsurl’emploid’un
miroirtournant. Oncommenced’abordparréglerlemonochromateursurlaraiechoisie
pourledosagedel’élémentàévaluer.Quandlalampeàdeutériumestsélectionnée,sachant
quel’échantillonestnébulisédanslaflamme,onévaluepratiquementleseulfondd’absorp
tioncarlabandepassanteestunecentainedefoispluslargequelaraied’absorptionchoisie.
Quandlalampeàcathodecreuseestsélectionnée,onmesurecettefoisl’absorbancetotale
(fondd’absorptionetabsorptiondel’analyte.Lesabsorbancesétantadditives,ladifférence
entrelesdeuxmesurespermetdeconnaîtrel’absorptiondueauseulélément.

PMmonochromateur

D2

50%

50%

a

b

a-faisceaubrûleur
b-faisceauderéférence

1-lampeàcath.creuse
2-lampeàdeutérium
3-miroir
4-miroiràsecteurtournant
5-moteur
6-réseau
7-miroirsemitransparent
8-fenêtre

1

2

3

3

33

3

5

4

6

7
888

Figure13.12Schémad’unappareilmettantenjeulacorrectionparlampeaudeutérium.
Lemontageoptiqueestdutypepseudo-doublefaisceaucequi permetdes’affranchir
deladérivedelalampependantlapériodeoùellen’estpasencorestabilisée.Letrajet
optiquedelalampeàdeutériumsesuperposeparl’effetd’unmiroirsemi-transparent,à
celuienprovenancedelasourceàCC.Lalumièrequiarrivesurledétecteurprovienten
alternancesoitdelavoiederéférence(b) soitdelavoieéchantillon(a).L’appareilmesure
lerapportdesintensitéstransmisesparlesdeuxfaisceaux.Ledomainedecorrectionest
limitéàlagammespectraledelalampeaudeutérium, soit200-350nm(d’aprèsle
schémaoptiquedumodèleSpectraAA−10/20delasociétéVarian)

13.7.2Correctionparapplicationdel’effetZeeman

L’actiond’unchampmagnétiqueBsur unatomeprovoqueuneperturbationdesétats
d’énergiedesesélectrons.Cephénomène,appeléeffetZeeman,modifiel’aspectduspectre
d’émission(oud’absorption)del’élémentcorrespondant,dumoinssilavaleurduchamp
atteintauminimum1tesla.Touslesélémentsnesecomportentpasdelamêmemanière.
Danslecasleplussimple,onobservequelaraied’absorptionobservéesanschamp,conduit
àtroisnouvellesraiespolarisées, dontl’une,appeléecomposante p,conservelaposition
initialetandisquelesdeuxautres,appeléescomposantessatellites s ,sontdécaléessymé
triquementdepartetd’autredelacomposante p (quelquespicomètrespourunchampde1
tesla).Lesdirectionsdepolarisationdesraies p et s sontperpendiculaires.Eninterposant
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surletrajetoptiqueunpolariseurorientéconvenablement,onpourraeffacerounonlacom
posante p d’absorptiondueàl’élémentalorsquecontrairementauxatomesdel’élément,
lesparticulesetfuméesensuspensionneserontpasaffectéesparceteffet(fig.13.13).

monochromateur détecteur

polariseur
lampeCC

champmagn.
fourgraphite

Figure13.13CorrectionpareffetZeeman.
Principed’unappareilutilisantlacorrectiond’absorbancepareffetZeeman.Deuxsolu-
tionssontapplicables:1)avecousanschampmagnétique,etpolariseurfixe;2)avec
champmagnétiquefixeetpolariseurtournant.

L’applicationenAAconduitàplacerunélectroaimantauniveaudufourgraphite(oude
laflamme)ainsiqu’unpolariseursurletrajetoptique.Deuxmontagescoexistent:
 Lemontageleplusfréquent consisteàopéreràchampfixeet àplacerunpolariseur

tournantentrelalampeetlefour.Lesignaloscilleentredeuxvaleursquicorrespondent
soitaufondd’absorptionseul,quandlepolariseurenvoieunelumièrepolariséeperpen
diculairementàladirectionduchampmagnétiquesoitaufondd’absorptionaugmentée
del’absorptiondelacomposante p del’élémentquandladirectiondepolarisationde
l’ondeestcelleduchamp(fig.13.14).

émissionduCdà228,8nm absorptionduCdà228,8nm

1-sanschampmagnétique
2-avecchampmagnétique
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fondseul
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polariseur
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bruitdefond

absorptiondubruitdefondseul
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Figure13.14EffetZeemansimple.
Explicationimagéedelaméthodeduchamposcillantàpartirdel’élémentcadmium.
En1,champmagnétiqueperpendiculaireauplandepolarisationdelalumière,en2,
champmagnétiqueparallèle.
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 Lesecondmontage,plusancien,consisteàfairedeuxmesurescomparativesavecpuis
sanschampB. Enl’absenceduchampB, ledétecteurpermet decalculerl’absorp
tiontotale:fondd’absorptionetabsorptiondel’élémentàdoser:lesdeuxabsorptions
s’ajoutent.Enrevanchelorsqu’onappliquelechampB,labanded’absorptionsélection
néeéclateenplusieursnouvellesraies.Cellesquiontchangédepositionnepeuventplus
occulterlaraieémiseparlasource.Ellesn’interviennentdoncplus.Quantàlaraiequi
subsisteàlalongueurd’ondeinitiale(lorsqueB = 0), elleestpolariséesuivantl’axe
duchamp.Decefait,ellen’absorbelesradiationsdelasourcequedanscettedirection.
Commeonaprissoind’interposerunpolariseur«perpendiculaire»àladirectiondeB,
ilnedécèlepascetteabsorption:l’élémentestdevenutransparent.Enbref,ledétecteur
neperçoitplusquelefondcontinud’absorption(fig.13.14).

13.7.3Correctiondubruitdefondparlampepulsée(méthodeS-H)

Quandonaugmentebrusquementl’intensitéd’unelampeàcathodecreusepardiminution
delarésistancedeballastageducircuitd’alimentation,l’aspectdesraiesd’émissionchange.
Leurprofils’élargit,conséquenceattenduedel’augmentationdetempératuredelacathode,
etilapparaîtenleurmilieuunepartiemoinsintense.Cephénomèneprovientdelacathode
dontlatempératureélevéeprovoqueunesorted’évaporationdesatomeslaconstituantà
l’intérieurdelalampe.Cenuaged’atomesréabsorbeunefractiondelalumière,précisément
demêmelongueurd’ondequecellequi provient delapartieémissivedecettecathode
(fig.13.15).

sélecteurdelampe

lampeàvapeurdemercure

détecteur(PM)

réseau

flamme

lampeàdeutérieum

aspectdel'émission

4lampesàcathodescreuses
régimenormal régimeforçé

Figure13.15Correctionparlampepulsée.
Lemodèle4000àcorrectiondeSmith-HieftjedelaSociétéThermoJarrell Ashutilise
leprincipedelacorrectiondefondparsourcepulsée.Lasourceaumercureainsi que
lesmiroirsrétractablesserventàl’étalonnagedumonochromateur(reproduitavecl’au-
torisationdecettesociété).Aspectd’uneraied’émissiond’unelampeàCCselonson
alimentation.
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Cetteautoabsorptionestexploitéepourdéterminerlapartdubruitdefonddansl’absorp
tiontotale. Pourobtenirlesabsorbancescorrigées, laméthodeconnuedunomdeSmith
Hieftje,utiliseunelampepulséequipassealternativementd’unrégimenormal(ex.10mA)
àunrégimeforcé(500mA).Enrégimenormal,avecl’échantillondanslaflamme,onme
sureglobalementlasommedufondd’absorptionetdel’absorptiondel’élément,alorsqu’en
régimeforcé,onmesurelefondd’absorption,puisquelalampen’émetpratiquementplus
àlalongueurd’ondechoisie.Ladifférenceentrecesdeuxmesuresd’absorbance,faitesde
manièrerépétitive,permetdoncdecalculerl’absorptionduseulélémentdosé.

Cestroisméthodesdecorrectionprésententavantagesetinconvénients.LaméthodeD2
utiliseunmontageoptiquepluscomplexeavecunesecondesource, laméthodeZeeman
estcoûteuse, laméthodeS −Hnécessitedeslampesspéciales. Lagammedynamiqueest
diminuée. Lechoixdudispositifdecorrectiondoit êtrefait enfonctiondesapplications
prévues.

13.8PERTURBATIONSPHYSIQUESETCHIMIQUES

Pourdoserunélément, onchoisit, si possible, uneraied’émissionintensedelalampe
correspondante.Laplusintensecorrespondgénéralementàlaraiederésonance.Cependant
diversfacteursapportésparlamatricepeuventconduireàdesrésultatsd’analyseserronés.

13.8.1Interférencesspectrales

Ledispositifàfourgraphitepeutconduireàuneémissionparasitedueauxparoisdutube.
Lescomposésdelamatricepeuventconduireégalementàdesabsorptionsannexes.

Onn’estdoncjamaisàl’abridelasuperpositiondedeuxradiations:cellechoisiepourle
dosageavecuneraiesecondaireappartenantàunautreélément.Enabsorptionatomique,les
confusionssontrares,maisilestquelquefoisconseilléd’effectuerunesecondemesureen
changeantlalongueurd’onde.Enémissionatomiqueceproblèmeestfréquent,lesspectres
étantpluscomplexes(chapitre14).

13.8.2Superpositiondel’émissionetdel’absorptiond’unmêmeélément

Unefractionnonnégligeabledesatomesdecertainsélémentspasseàl’étatexcitépareffet
thermique.Cesatomesémettentprécisémentdesphotonsdemêmeénergiequelesatomes
restésàl’étatfondamentalsontsusceptiblesd’absorber.Pourcorrigerlamesureonalimente
lalampeavecunetensionpulsée, cequi permet dedifférencierlesignal del’émission,
constant,dusignaldûàl’absorptionquiluiestpulsé.

13.8.3Interactionschimiques

Quandonfaitappelàl’absorptionatomiquepourrechercherdesélémentsàl’étatdetraces,
ilestimportantdetenircomptedelamatricedanslaquelleilssontprésents.Ilfautsuivre
desprotocolesbienétablispoursupprimerlesinterférencesioniquesouchimiques.Àtitre
correctif, onintroduit danslessolutionsàdoserdesselsminérauxoudesréactifsorga
niquesservantd’«agentslibérateurs». Ainsil’élémentMseralibérédelacombinaison
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MXd’autantplusfacilementparlelibérateurRquelecomposéR −Xseraplusstable.

R+MX −→ M+RX

Ainsi,lorsqu’onveutdoserlecalciumenprésenced’ionsphosphatesoudansdescom
binaisonsréfractairescontenantdel’aluminium,onajouteduchloruredestrontiumoude
lanthane.L’effetrecherchéestdelibérerlecalciumetd’augmenterlavolatilitédelamatrice
pourassurersonéliminationplusefficacementaucoursdel’étapededécomposition.Pour
ledosagedusodiumoudupotassiumilestcourantd’ajouterunpeudesolutiondeSchinkel
(CsCl/ LaCl3).

Pour lesappareilsàfour graphite, onajoutedel’acideéthylènediaminetétracétique
(EDTA)quiformedescomplexes1:1aveclesionsbivalents,oudunitrated’ammonium
lorsqu’onestenprésenced’unematricecontenantbeaucoupdesodium(fig.13.16).

(HO2C-CH2)2N-CH2CH2 2-N(CH2-CO2H) acideEDTA

NaCl + NH4NO3 NaNO3 +NH 4Cl

F=307°CF=800°C (sesublime)
O

N

N

O

O

O O

O

O

O
2H+

––

Ni

Figure13.16Modificationdematrice.
Lenitrated’ammoniumoul’acideEDTAaugmententlavolatilitédecertainséléments.
Complexevolatildetype1:1entreunemoléculed’EDTAetunionNi ++.

Enfin,l’utilisationdeflammestrèschaudespeutprovoquerl’ionisationpartielledecer
tainséléments, diminuantd’autantlaconcentrationenatomeslibresdanslaflamme. On
corrigecephénomèneenajoutantunsuppresseurd’ionisationsousformed’uncationdont
lepotentield’ionisationestplusfaiblequeceluidel’analyte,Unseldepotassiumà2g / L
convient.

Cettevariationdel’ionisationpeutsefaireplusoumoinsspontanémentquandlamatrice
contient,parnature,unouplusieursélémentsalcalins.Pouréviterdetelleserreursaléatoires,
onajoutedoncsystématiquement auxsolutions, untampond’ionisationàbasedeselde
potassiumoudesodium, oubienonconstitueunegammed’étalonnageavecunmilieu
prochedeceluidanslequelsetrouvel’analyte.

13.9SENSIBILITÉETLIMITEDEDÉTECTIONENSAA

Laconcentrationlaplusbassepouvantêtrequantifiéedansunéchantillondépenddebeau
coupdefacteurs.Enspectrométrielasensibilitéestdéfinieàpartird’unélément,comme
étantlaconcentrationexpriméeen mg/ mLqui,ensolutionaqueuse,conduitàunediminu
tiondelalumièretransmisede1%(A = 0,0044).Quandonlepeut,onétablitlescourbes
d’étalonnagesavecdesconcentrationsdel’ordrede20à200foiscettelimite.

Lalimitededétectioncorrespondàlaconcentrationdel’élémentquidonneunsignaldont
l’intensitéestdéfiniesurlabasedetroisfoisl’écarttyped’unesériedemesuresfaitespour
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leblancanalytiqueousurunesolutiontrèsdiluée(degrédeconfiancede95%).Concrète
ment,lesconcentrationsdoiventêtreaumoinsdixfoissupérieurespouravoirdesmesures
fiables(cf.22.5.3).

IA VIIIA

H
M flammeair/acétylène HeIIA xx IIIA IVA VA VIA VIIA

Li flammeN2O/acétylène CNOFNe3

Na Mg P S Cl Ar11 12 IIIB IVB VB VIB VIIB VIII IB IIB

KCrMnFeCoNiCuZnGa Br Kr19 24 25 26 27 28 29 30 31

B
5
Al Si
13 14

Ge As Se
32 33 34

Rb Tc Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te IXe37 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

Cs Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn55

M
xx

Mo
42
WReOs

Be
4

Ca Sc Ti V
20 21 22 23
Sr Y Zr Nb
38 39 40 41
Ba La Hf Ta
56 57 72 73 74 75 76

7877 79 80 81 82 83

Fr Ra Ac

Pm

Pa Np PuAmCmBk Cf Es FmMdNo Lw

Ce Pr Nd SmEu Gd Tb Dy Ho Er TmYb Lu
58 59 60 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
Th U
90 92

numéroatomique
élément

Figure13.17LesélémentsdosésparSAA ouEF.
Laplupartdesélémentspeuventêtredosésparabsorptionatomiqueouémissionde
flammeenutilisantundesmodesd’atomisationpossibles(brûleur, fourgraphiteou
dispositifpourhydrures).Lasensibilitévariedequelquesppb (Cu,Cd,Cr...)àquelques
ppm (casdeslanthanides).Lareprésentationci-dessusreprendlesélémentsdansle
cadredelaclassificationpériodiqueafindemontrerlapolyvalencedecesméthodes.
Lesélémentsdutableau(enblanc)pourlesquelslenuméroatomiquenefigurepas,ne
sontpasdosésparabsorptionatomique. Cependant,lesappareilshybridesSAA/ EOS
comportantdesplasmasenguisedefour,plusrécents,ontencorereculéleslimitesde
cetteméthode.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.unicamaa.co.uk www.varianinc.com www.safas.com
www.scimedia.com/chemed/ www.hgpic.com www.bucksci.com
www.gbcsci.com www.spectroscopynow.com
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice13.1
Enadmettantquelaréponsedudétecteurd’unphotomètredeflammesoitproportionnelle
àlaconcentrationdel’élémentpasséàl’étatexcitépareffetdelatempérature, parquel
facteurestmultipliélesignallorsquelatempératurepassede2000à2500K?
Onétabliral’expressionlittérale,puisonl’appliqueraaucasdel’élémentsodium,dontla
raiederésonanceestà589nm.

Exercice13.2
Onanalyselepotassiumd’unsérumsanguinparémissiondeflammeenutilisantunemé
thoded’ajout. Àcettefin, onpréparedeuxsolutionsidentiques: onprélève0,5mLde
sérumetoncomplèteà5mLavecdel’eaudistillée.Dansl’uned’ellesonajoute10 mLde
KCl0 ,2M.Lesvaleursluessurl’appareilsontrespectivement32,1et58,6.
Quelleestlaconcentrationenpotassiumdusérum?

Exercice13.3
PourquoiajoutetonsouventunseldepotassiumtelqueKCllorsqu’onveutdoserl’élé
ment sodiumparspectrophotométried’émissiondeflamme?Onrappellequelepoten
tieldepremièreionisationdusodiumetdupotassiumsontrespectivementégauxà496et
419kJ ·mol

−1.

Exercice13.4
Pourdoserlaquantitédeplombprésentdansunéchantillondepaprikafrelatéparadjonction
d’oxydedeplomb(mêmecouleur), onutiliselaméthodeavecfourgraphiteassociéàun
dispositifàeffetZeeman.
Ondépose0 ,01gdepoudredepaprikafrelatédanslacoupelled’unfourgraphite,cequi
permetdedéterminerl’airedupicd’absorbance.Lamesureesteffectuéeà l = 283,3nm
enl’absencepuisenprésencedechampmagnétique.Ontrouveunevaleurcorrigéeaprès
correctiondufondd’absorptionde1220(unitésarbitraires).Danslesmêmesconditionsde
mesure,0 ,01mld’unesolutionà10g ·L

−1 enélémentplombconduitàlavaleurde1000
(mêmesunités).
Calculerlepourcentagemassiquedeplombdansl’échantillondepaprikaconsidéré.

Exercice13.5
Parmilesnombreuxdérivéscommerciauxutilisésencomplexométriedel’acideéthylène
diaminetétraacétique(EDTA)ontrouveleselmixtedeZn/Nacontenant1atomedezinc
et2atomesdesodiumparmoléculed’EDTA. Ceselmixteseprésentesousformed’un
hydratecristallisé.Onveutcalculerlenombredemoléculesd’eaudecethydrateendosant
lezincparAA.
Lasolutionéchantillonest préparéeendissolvant 35,7mgdecet hydratedans100mL
d’eau.Onprélève2mLdecettesolutionquel’oncomplèteà100mLavecdel’eau.
L’étalonnageestréaliséàpartirde5solutionsétalonsdezinc(mg ·L

−1).
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Solutions ConcentrationAbsorbance

blanc 0,00mg/L 0,0006

standard1 0,50mg/L 0,2094

standard2 0,75mg/L 0,2961

standard3 1,00mg/L 0,3674

standard4 1,25mg/L 0,4333

standard5 1,50mg/L 0,4817

Échantillon C? 0,3692

a) Lalargeurdefentedel’appareil d’absorptionatomiqueutiliséalavaleurde1nm.
Quereprésenteceparamètre?

b)L’appareilproposeunecourbed’étalonnagetellequeC = 0,99mg ·L
−1 pouruneabsor

bancede0,3692.Calculerlenombredemoléculesd’eauduselZn/Na.
c)Enutilisantlaméthodederégressionlinéairepourtrouverl’équationdeladroited’éta
lonnage,quellevaleurdelaconcentrationC(mg ·L

−1)trouveton?
Données:H = 1,01;C = 12,0;N = 14,01;O = 16,00;Na = 22,99;Zn = 65,39g ·mol

−1.



Chapitre14

Spectrométrie
d’émissionatomique

L’analyseparspectrométried’émissionatomiqueconstitueuneméthodegénéralededo
sagedesélémentsquireposesurl’étudeoptiquedesradiationsémisesparlesatomespassés
dansunétatexcité,généralementionisé.Plusieursprocédéssontutiliséspourdissocierles
échantillonsenleursélémentsconstitutifs,notammentparl’effetdetempératurestrèséle
véesgénéréespardesplasmas.Lesspectresétantbeaucouppluscomplexesqu’enémission
deflamme,ilfautdesinstrumentsdontl’optiqueestdetrèsgrandequalitépourrésoudre
lessituationsd’interférencesderaiesetleseffetsdematrice.
Ledomaineanalytiquedecettetechniquetrèssensible(quelquesppb)recouvreunegamme
dynamiqueétendue.Utiliséedepuissesdébutsdansleslaboratoiresmétallurgiques,elleest
devenueunoutilindispensabledel’analysechimique.Elleestarrivéeàunpointd’auto
matisationoùdupersonnelpeuexpérimentépeutl’utiliser.Lesspectromètressontcapables
d’analyserenroutineplusieursélémentssimultanémentoudefaçonséquentielle.Elleco
existeavecl’absorptionatomiquecomparativementàlaquelleelleestpluscomplémentaire
queconcurrente.Elleestenfinmoinscoûteusequelaspectrométriedemasseappliquéeaux
élémentsmaisneconvientpasauxanalysesdesélémentslégers.

14.1SPECTROMÉTRIED’ÉMISSIONOPTIQUEDESATOMES(OES)

Quandonsoumetunélémentchimique,prisàl’étatatomique,àdesconditionsd’excitation
convenables,ilémetdesradiationsquiluisontcaractéristiques.Surcetteobservationrepose
uneformed’analyseélémentairequalitativeetquantitativetrèsgénérale.Connueégalement
souslesigleOES(OpticalEmissionSpectroscopy),l’émissionoptiquedesatomesesttrès
complexe.Elleconduitàdesmilliersderadiationsaccompagnéesd’unfondcontinu.

Lesappareilscorrespondantssecomposentdeplusieursparties:ledispositifchargéde
porterlaprised’essaisouslaformed’atomesionisésetexcitésàhautetempérature(ré
sultantdel’usagedeplasmasdegaz,d’étincellesoudelasers),lebancoptique,degrande
qualité,quiconditionnelesperformancesanalytiquesfinales,lapartiedétectionetenfinla
partieinformatique,interfacegraphique,logicielleindispensablesàtoutl’ensemble.

Cequidistingue,enpremierlieu,cesspectromètresdesappareilsd’absorptionatomique
oud’émissiondeflamme,estleurtailleplusimposante.Leurprixd’achatélevéreprésente
ungrosinvestissementpourleslaboratoiresd’analysequi,pourenamortirlecoût,doivent
avoirbeaucoupd’échantillonsàtraiter.
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14.2PRINCIPEDEL’ANALYSEPARÉMISSIONATOMIQUE

Unspectromètred’émissionatomiquecomporte(fig.14.1):
 undispositifpourintroduireetdissocierl’échantillonàl’étatd’atomesoud’ions;

 unsystèmeoptiquepourséparerlesdifférentesémissionsoptiques;

 unsystèmededétectionetd’analysedurayonnementémis;

 unsystèmeinformatiquepourréaliserl’interfaceavecl’utilisateur.

source
(ionisation/excitation)

systèmedispersif
(180à800nm)

détection
(analyse)

échantillon

Figure14.1Conceptiondebased’unspectromètred’émissionatomique.

Commeenémissiondeflamme, lasourcelumineuseduspectromètren’est autreque
l’échantillondonttouslesatomessontexcitéssimultanément.Onpeutdoncfaireuneana
lysedecomposition,dumoinsqualitative,mêmesil’échantillonestinconnuaudépart.Cela
marqueunedifférenceimportanteavecl’absorptionatomiquequinepeutdoserquelesélé
mentspourlesquelsl’appareilaétépréparé(parlechoix,apriori,delalampeàcathode
creuse). Avecuneseuleprised’essai, onobtientenquelquesminutesuneanalysemulti
élémentaire, contrairementàl’absorptionatomique. Cependantonnepeutvéritablement
doserquelesélémentspourlesquelsl’étalonnageaétésoigneusementréalisé.

Chaqueatome,aprèsavoirétéportédansunétatexcité,peutperdresonexcédentd’éner
gieparémissiond’unouplusieursphotonsdontlesénergiespeuventprendredescentaines
devaleursdistinctes(fig. 14.2). Lesystèmedispersiffait doncapparaîtreunemultitude
deradiationsdelongueursd’ondesetd’intensitésdifférentes.Sachantquepourunéchan
tillonlamatrice(ensembledesautresélémentsprésentsetsolution)estégalementémissive,
l’identificationd’unélément,quipeutêtreprésentàl’étatd’ultratrace,demêmequesondo
sagereposentsurdesmesuresfaitesàplusieurslongueursd’onde(unesorted’empreinte).

L’analyseparémissionatomiqueexigedoncunmatérieltrèsperformantcapabledere
pérerdesradiationsfaiblessituéesàproximitéd’autresquisontbeaucoupplusintenses.
C’estpourquoi,quandonpeutchoisir,ondonnelapréférenceauxappareilsdontlagamme
dynamiqueexploitableestgrande.

Lesappareilsdephotométriedeflamme,utilisablespourdoserquelquesélémentsseule
ment,sontdeconceptionbeaucoupplussimple.Lorsqu’onrecherchelesodiumparexemple,
avecuninstrumentdontlaflammeatteint2000

◦
C,lesatomesdecetélémentsontpratique

mentlesseulsàémettredesradiations.Pourmesurerlalumièreémise,ilsuffitd’interposer
entrelaflammeetledétecteur,àdéfautd’unmonochromateur,unsimplefiltreoptiquepour
isolerunebandespectraleassezlargeconvenantauxradiationsémisesparl’élément.©
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Figure14.2Transitionsénergétiquespendantl’émissionatomique.
Pourchaqueatomeilexistedescentainesdepossibilitésderetouràl’étatfondamental,
chacuneayantuneprobabilitédeseproduire,sibienquepourlepluspetitéchantillon,
quicomportedéjàunnombreénormedecesatomes,onobserveunspectred’émission
richedecentainesdetransitions.Àdroite,exempled’unspectrepartield’unesolution
aqueusecontenantquelquesppmd’unseldechrome.

14.3PROCÉDÉSPOURDISSOCIERL’ÉCHANTILLON
ENATOMESOUIONS

Pourtransformerl’échantillonàl’étatd’atomesoud’ionsexcités,onfaitappelàdesprocé
désbaséssurlesplasmasdegaz,lesétincelles,leslasersoulesdéchargesluminescentes.

14.3.1Excitationaumoyendeplasmasdegaz

Laplupartdesappareilsd’émissionatomiquecomportentunetorcheàplasma(torcheICP)
carcedispositifestbienadaptéauxéchantillonsensolutionaqueuse.Ils’agitdeplasmasà
couplageinductif obtenusavecl’aided’unetensionhautefréquence.Unevarianteconsiste
àutiliserungénérateurdemicroondes.

Unplasmaestunmilieuparticulier, considérécommelequatrièmeétatdelamatière,
constituéd’atomesisolésàl’étatd’équilibreentreleurformeneutreetleurformeionisée(1
à2%)etd’électrons(10 18/ cm3)quiassurentglobalementlaneutralitédecemilieu.

Pouramorcerleplasma,onamèneuncourantd’argonfaiblementionisépardesétincelles
(déchargeTesla)àl’extrémitéd’untubedequartzsituédansl’axed’unenroulement de
quelquesspiresd’untuyaudecuivrerefroidiparunecirculationd’eau(fig.14.3).Cesspires
sont raccordéesàungénérateurderadiofréquences(typiquement 27ou40MHz)d’une
puissancede1à2kilowatts. Lechampmagnétiquevariablecrééconfinelesionset les
électronssurunparcoursannulaire(apparitiond’uncourantd’Eddy).Lemilieu,quidevient
deplusenplusconducteur, s’échauffeconsidérablement pareffet Joule. Il secomporte
commelebobinagesecondaired’untransformateurencourtcircuit.Leplasmaestmaintenu
isolédesparoisenfaisant arriverparuntubeextérieuret concentriqueauprécédent un
secondfluxd’argon,cettefoisnonionisé,afinderefroidirletubecentraldelatorche.

Latempératureduplasmapeutdépasser8000Kencertainspoints.Comparativement,
lesflammesutiliséesenphotométriedeflammefontfiguredesourcesrelativementfroides.
L’échantillon,missousformed’unaérosolaumoyend’unnébuliseur,estintroduitavecun
débitconstantdequelquesmg/minàlabasedelatorcheparunautretubedepetitdiamètre
(1à2mm).L’endroitchoisipourla«prisedelumière»duplasma,(transversaleouenbout
–onditencoreradialeouaxiale),dépenddel’élément,etselonqueledosageestbasésur
l’étuded’uneraieioniqueouatomique.Latempératurevarieeneffetde9000à2000K.
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4000K

6000K

8000K

interfaçage
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circulation
eaufroide
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argonionisé

circulationdesélectrons
sousl'effetduchampinduit
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fibreoptique
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spiresconductrices cône
métallique

torcheplasma
(extrémité)
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eauisolant

h

Figure14.3Plasmasobtenusparcouplageinductifouparmicro-ondes.
a)Enhaut:àgauche(pourprisedelumièreradiale),torchealimentéeparuncourant
deradiofréquences(entre27et50MHz),àl’originedelacirculationdesélectronsdans
legazinerte;àdroite(pouruneprisedelumièreaxiale),dispositifrefroidiutilisantune
fibreoptique.Latorcheconsomme10à15L/mind’argon,celui-ci servantàlafoisde
gazd’ionisation, degazdenébulisationetdegazderefroidissement(unenécessité
pouréviterquelatorchenefonde!);b)enbas,plasmaàmicro-ondesutiliséensortie
d’unchromatographeenphasegazeuse.Cessourcesàplasmasontstabiliséespourune
meilleurereproductibilitédesanalyses.

gaz

gaz

1

2

3

gaz

solution

solution
solution

Figure14.4Nébuliseurs.
Modèlesàfluxconcentriques(1),croisés(2)etparallèles(3).Contrairementauxdeux
autresmodèles,cederniertypen’estpassujetaubouchagepard’éventuellesimpuretés
solidesdanslasolution. Celle-cisortparungroscapillaireets’écoulepargravitéle
longdelarainureenformedeVjusqu’àl’embouchuredugaz(argon) qui produit
l’aérosol.L’emploid’unepompepourlasolutionrégulariseledébitdel’aérosol.Enaval
dudispositifnébuliseurontrouveunechambredenébulisationcomportantundrain,
cequipermetd’éliminerlesplusgrossesgouttelettespargravité.
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LatorcheICPproduitunedoubleactionsurlesatomes:ellelesexcitecequileurfait
émettredesphotonsetellelesfaitpasseràl’étatd’ions.C’estpourquoionretrouvecedis
positifenspectrométriedemasseinorganiqueàdesfinsd’analyseélémentaire(cf. §16.9
&16.11). Danslesdeuxcasl’échantillondoitarriversousformed’unaérosoldegoutte
lettesnedépassant pasquelquesmicronsdediamètre. Pourcelaonutiliseunnébuliseur
comportantdeuxarrivées,l’unepourl’échantillonensolutionl’autrepourungazservantà
rompreleliquideenfinesgouttelettesetdoncàgénérerl’aérosol.Cesdeuxarrivéespeuvent
êtreconcentriques,ouperpendiculairesouparallèles.Lechoixdépenddudébitnécessaire
etdelaconcentrationioniquedelasolution(fig14.4).

14.3.2Excitationparactiondesétincellesoud’unlaser

Àcôtédesplasmasquioccupentledevantdelascènedesdispositifsd’atomisationetd’ex
citationthermiques,d’autresprocédéssontégalementutilisés.Ilsfontsoitappelauxarcs
ouétincellesélectriquespourleséchantillonsconducteurs(fig.14.5),soitàunlaserimpul
sionnelquipermetd’engendrerégalementdesétincelles(unplasmaégalement)àlasurface
dumatériauétudié. Cesontdesméthodesd’ablationquiontbeaucoupprogressé, etqui
sontutiliséesenanalyseindustrielle(aciéries,cimenteries).Onlesretrouveassociéesaux
différentsmontagesoptiquesdesappareilsactuels(fig.14.6).

contre-électrode

échantillon

électrodeengraphite

jointisolant

prisesdevide

argon

anode

cathode

fenêtre
duspectromètre

échantillon

a b

-

-

+

+

eau(refroidissement)

Figure14.5Dispositifsd’ionisation.
a) Arccontinu(technique«globulaire»).Lesélectrodessontsoumisesàunetension
continuedequelquesdizainesdevolts(I = 10-20A).L’usaged’électrodesengraphite
estàl’originederaiesd’émissionduesauxradicauxetauxmoléculesorganiques«pri-
mitives»(bandescyanogèneCNentre320et400nm)ainsiqued’unfondcontinu.La
températuresestabiliseentre3000et6000K; b) Dispositifàdéchargelumines-
cente.L’échantillon(conducteurounon)vientscelleruneenceintedanslaquellerègne
unefaiblepressiond’argon.Leplasmaestconfinédansl’espaceanodique.Ilconduità
l’excitationdesatomesérodésdelasurfacedel’échantillon.

L’ablationaumoyend’étincellesrépétitivespermetdeproduireunaérosolàpartirdela
surfacedel’échantillon.Lamatièreainsivolatiliséeaupointd’impactdesétincelles(environ
1mg/min)estalorsdirigéeparunfluxd’argondansunetorcheICPclassiqueopérantsous
argonavecunetensionatteignant20à50kV.Parailleurs,l’émissionlumineuserecueillie
directementauniveaudesétincellesconduitàdesspectresderaiesioniquesalorsqu’avec
lesarcscontinus,onprovoqueplutôtdesraiesatomiquesneutres.
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Figure14.6Appareilsd’émissionatomiqueàionisationparétincelage.

ÀgauchemodèleJY-50deJobin-Yvon.Détaildelachambred’étincelageenpositionou-
verte.Àdroite,postemobiled’analyseindustrielleARCMet-900delasociétéMetorex.
L’étincelageestproduitaumoyendupistolet, reliéparfibreoptiqueauspectropho-
tomètresituédanslaconsole(reproduitavecl’autorisationdessociétésJobin-Yvonet
AmericanStressTechnologies).

14.3.3Excitationàl’aided’unesourceàdéchargeluminescente

Sil’échantillonestsousformesolideetsipossibleconducteurducourantélectrique, On
enfaitlacathoded’unesortedelampespectraledontleprincipedefonctionnementest
identiqueàceluid’unelampeàcathodecreuse(cf.§13.5.1etfig.14.5).Lesatomesérodés
delasurfacedel’échantillonsontexcitésparleplasma.Ceprocédéestsurtoututilisépour
lesanalysesdesurface.Ilapouravantagedeconduireàdesspectresdontlesraiesd’émis
sionsontétroites,l’atomisationsefaisantàunetempératureplusbassequedanslesautres
techniques.

14.3.4Excitationàl’aided’uneplasmaparmicro-ondes

Encorepeudéveloppé,l’emploidemicroondesreprésenteunealternativepourformerdes
plasmasdepetitetaille,enformedetorcheetconsommantparconséquentmoinsd’énergie
etdegaz.

14.4SYSTÈMESDISPERSIFSETRAIESSPECTRALES

Lapartieactivedel’optiquecommenceparlafented’entrée,réglableenlargeurparunsys
tèmemécanique,surlaquelleestfocaliséelalumièreproduiteparl’échantillon(lasource
lumineuse).Salargeurnepeutêtreinférieureàquelquesmicromètresparcequ’ilfautbien
qu’unminimumdelumièrelatraverse, maissalongueurpeut atteindreplusieurscenti
mètres.Lasourceestainsitransforméeenunobjetlumineuxdeformelinéaire,dontl’op
tiquedel’appareil vadonnerautant d’images, encoreplusfines—lesraies—, qu’il y
auraderadiationsdedifférenteslongueursd’onde,présentesdanslasource.Ainsichaque
raieobservéecorrespondàl’imagepratiquementmonochromatiquedelafented’entréedu
spectrographe.Unseulélémentpeutgénérerplusde2000raies.
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Concrètement,lesraiesseprésententdansleplanfocalcommeunesuccessiondeseg
mentslumineuxparallèlesettrèsfins.Cesraiesontunelargeurquirésultedecausesindé
pendantes.

Ils’agitd’aborddecausestechniques, propresàl’instrument, réuniessousletermede
«fonctiond’appareil»:largeurdelafented’entrée,qualitédel’optique,dontsadistance
focale,phénomènesdediffractionàtraverslesorificesétroits.

Cependantilexisteaussidescausesduesàlamécaniquequantiquequifontquelestran
sitionsspectralesont unelargeurnaturelle. Lesradiationsémisesparlesatomesnesont
pastoutàfaitmonochromatiques.Enparticulierdanslesplasmas,milieuxdanslesquelsles
collisionssonttrèsrapprochées(cequidiminueénormémentladuréedeviedesétatsexci
tés),leprinciped’incertituded’Heisenbergjoueàplein(fig.14.7).Enoutrelatempérature
élevéeaugmentelavitessedesatomes;c’estl’effetDoppler.Lalargeurnaturelledesraies,
vers6000K,atteintplusieurspicomètres.

émission

  E>=h t
2

E

E1 E=01

E2

Figure14.7Largeurnaturelled’uneraie.
Représentationd’unetransitionentreunniveaufondamentalstable,dontladuréede
vieestinfinieetunniveauexcitédetrèscourteduréedevie.L’incertitudeDE2 setraduit
paruneimprécisionsurlalongueurd’ondecorrespondante.

Pourrepérerlesradiationsspécifiquesdel’élémentàquantifier(lesdifférentestransitions
optiques)ilfautunbancoptiquedegrandequalité.Lesmontagessontrépartisentrespec
trographesetspectromètres(fig.9.12et14.8).Lasourceéclaireunefentequidevientun
objetlumineuxquivaêtreanalyséparunsystèmedispersifcomportantdesréseaux(plans
ouconcavesouéchelles).
 Dansunspectrographe, lafented’entréedonneautantd’images, décaléeslesunespar

rapportauxautres,qu’ilyaderadiationsdifférentesdanslasource.Avecundétecteur
constituéd’uncapteurCCD(anciennementuneplaquephotographique),onobtientun
enregistrementsimultané.

 Dansunspectromètre,ledétecteurestfixe,etnereçoitdoncquelaradiationsélection
néeaumoyend’unmonochromateur(constituéparlaréuniond’unréseauoptiqueet
d’unmoteur). Cesystèmenepermet, parconséquent, demesurerquel’intensitéd’une
seuleraieàlafois.Cesappareilsutiliséspoureffectuerdesdosages,nepermettentpas
d’enregistrerunspectre.
Lemonochromateurpeutêtreremplacéparunpolychromateur,dispositifquicomporte,
dansleplanfocalimagedelafented’entrée, uneplaquepercéedeplusieursfenêtres
(oufentes)desortiedontlespositionsontétéchoisiesenfonctiondesélémentsàdétec
ter.Derrièrechacuned’ellessetrouveundétecteur(fig14.8)pourrecueillirlaradiation
sélectionnée.L’optiquenecomportepasdepièceenmouvement.
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Àl’origine,l’étudequalitativedecesspectressefaisaitàl’aidedespectrographesàob
servationvisuelle,travaillantparcomparaison:ilssontmaintenantremplacéspardesspec
tromètrescapablesderésoudrelesinterférencesderaiesetlesproblèmesliésauxeffetsde
matrice.Chaqueélément,sousformeneutreouionisée,estresponsabled’unensemblede
raiesd’intensitéstrèsvariables.L’appareilestdoncprogrammépouridentifieretquantifier
lesélémentsàdoserdansl’échantillon.

14.5APPAREILSSIMULTANÉSETAPPAREILSSÉQUENTIELS

Ondistinguedeuxgrandesfamillesd’instrumentsdontl’unepermetledosagesimultané
deplusieursélémentsetl’autre,desmesuresséquentielles.Onrencontreplussouventdes
instrumentsdelapremièrecatégorie, àoptiquefixe, livrés«clefsenmains»pourdes
applicationsdéfinies. Àleurdésavantage, ilsnepeuvent faireuneanalyseexhaustivede
l’échantillon.

Lamesured’émissionoptiqueparunphotomultiplicateurestpossiblesurunegammedy
namiquetrèsétendue.Onpeutdoncdoserdesélémentsdontlesconcentrations,autrement
ditlesintensitéslumineusesdesraies,sonttrèsdifférentesàpartird’uneseulesolution.

14.5.1Appareilsàoptiquefixecomportantunpolychromateur

Pourchaqueélémentsélectionné,onmesurel’intensitéd’uneouplusieursraies,quiconsti
tuentautantdelignesanalytiquesoucanauxdemesure.Chacunsetermineparunphoto
multiplicateurquiluiestdédié.Silemontagecomporteunréseauconcave,lafented’entrée
etlesfentesdesortiesontsituéessurlepourtourducercledeRowland,tangentauréseauet
dontlediamètreestégalaurayondecourbureduréseau(fig.14.8).Techniquementiln’est
pasfaciledeplacerungrandnombrededétecteursparmanquedeplace,sibienquedeplus
enplusonpréfèreletypedemontagedécritciaprès.

réseauconcave

photomultiplicateurs

électronique
demesure

source

miroirs
derenvoi

cercledeRowland

fenteentrée

fentessortie
(10à30µm)

Figure14.8Agencementdel’optiqued’unappareilàréseauconcave
etpolychromateuràgrandedistancefocale.

Lorsquelesraiesàdétectersonttropprochesonpeutavoirrecoursàdesmiroirsde
renvoi.Plusieurspolychromateurssontquelquefoisassociés.Enhaut,àdroite,principe
ducercledeRowland.Lapartieoptiquedecesappareilsdoitêtremontéesurunsocle
métalliquetrèsstable.
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Enuneseuleanalyse,onpeutainsidoserrapidementprèsd’unevingtained’éléments.La
correctiondubruitdefondestpossibleendéterminantsimultanémentplusieursraiesappar
tenantàunmêmeélément. Lalinéaritédesmesuress’étendsurunegammeplusétendue
qu’enabsorptionatomique.

14.5.2Appareilsàoptiquefixe,àréseauéchelles

Unmontagedifférent consisteàassocieruneclasseparticulièrederéseau, dit àéchelle
avecunprismefocalisateur.Ilconduitàunedoubledispersiondelalumière,danslesens
horizontalparleréseauetdanslesensverticalparleprismelentille.Cedispositifcroisé,
dontladistancefocaleatteintplusieursmètres,degranderésolutionestappeléséparateur
d’ordres.Ilpermetl’observationsimultanéed’unegammespectraleétendue,parex.200
800nm(fig.14.9).

Dansunréseauéchellelalumièreincidenteparvientperpendiculairementauxpetitscôtés
desmiroirsquisontennombreplusrestreintquepourlesréseauxtraditionnels(parex.,une
centaineparmm)(fig.14.9).L’observationdelalumièrediffractéesefaitpratiquementsous
lemêmeangle,cequidonneunmaximumdeluminositéàl’ensemble(réseau«blazé»).
Lecalculmontrequedesradiationsdontleslongueursd’ondesontpeudifférentessontsu
perposéesdansladirectiond’observationparsuitedugrandintervalleséparantdeuxmiroirs
successifs.Cephénomènedemultiplexage(superpositiondesdifférentsordresnduréseau
−nvautenviron100)estrésoluparunélémentdispersifcroisé,telunprismequiutilisela
secondedimensionduplanfocalpourétalerlesdifférentesimagesdelafenêtred’entrée.Le
spectrerestestationnaireparrapportàl’optique.

Enfindeparcours,ladispersiondes«raies»sefaitsurunematricedecapteursdontla
réponsefournitquasisimultanémentdesinformationssurdesmilliersdetachesspectrales
(fig. 14.10). Ilenrésultedesanalysesplusrapides. Pardiversesaméliorations, lagamme
dynamiquedecescapteursrejointmaintenantcelledesphotomultiplicateurs.

14.5.3Appareilàbalayagedelongueursd’onde(typemonochromateur)

Àladifférencedesappareilsprécédents,lesystèmedispersifsedéplacepourfairedéfiler
lesdifférenteslongueursd’ondedevantlafentedesortiequidemeurefixe.Unmoteurpasà
paspermetunesélectionprogramméedeslongueursd’ondedésiréesetl’examenséquentiel
deslignesspectrales.Lalumièreissuedelasourceestanalyséesoitparunmontaged’Ebert
(cf.§9.2),soitparundoublemonochromateurdetypeCzernyTurnerafind’atteindreune
trèshauterésolutionoptique(quelquesnm),comparableàlalargeurd’uneraied’émission
àcettetempérature,surunlargedomainespectral(160–850nm).Plusieursmontagesdece
typepeuventêtreplacésensériepourconstituerdesdoubleoutriplemonochromateursde
hautesperformancessansquelesdimensionsdel’ensemblenerendentl’installationtrop
encombrante.

Cesappareilssedistinguentparleurflexibilité.Unesourceannexeàvapeurdemercure
sertcommemoyend’étalonnageinternedeslongueursd’ondeafind’assurerunposition
nementtrèsrapideduréseauetd’offriruneprécisiondepointéélevée.Letrajetoptiquese
faitdansuneenceinterigidemaintenuesousvide.Iciencorelaproximitédecertainesraies
nécessiteunmontagemécaniquetrèsprécis.
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Figure14.9Principedeladispersiondansleplanfocald’unmontageassociant
unréseauéchellesetunprisme.

Pourplusdeclarté,l’optiqueassociée(lentillescollimatricesetfocalisatrices)n’apasété
représentée.Comparaisond’unréseaudediffractionéchellesetd’unréseauconven-
tionnel.L’angledeplusforteluminositéduréseauestrepéréparl’anglede«blaze»
u (cetermeveutdiremiroiterenanglais).Laformuledebaseindiquequellessontles
longueursd’onderenvoyéesparleréseaupourunangled’incidencea parrapportàla
normaleduréseauetpourunedirectiond’observationfaisantl’angle b (lesigne + si
l’observationestdumêmecôtéquelerayonincidentparrapportàlanormale,et-dans
lecascontraire).Larésolutionpeutatteindrecelled’unappareilquiétaleraitlespectre
surunelongueurde2mdansleplanfocal.
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Figure14.10Schémaoptiqued’unspectromètremulticanalàréseaudediffractionàéchelle.
Pourplusdeclarté, seulelapartiecentraledufaisceauissudelasource1estrepré-
sentée(cefaisceaudevraitrecouvrirtoutlemiroir2).Leréseauàéchelle5sépareles
radiationsprésentesdanslasourcedanslesenshorizontal (enx).Leprismedévieen-
suitecesradiationsdanslesensvertical (eny). Leparcoursdetroislignesspectrales
différentesestschématisé.Lesimagesdutroud’entrée2sontdansleplanfocal8.Pour
détectercesradiationsonpeutinstallersoitdesphotomultiplicateursdetailleréduite
endesendroitsspécifiques,soituncapteuràmatricede105 à106 photodiodes(CIDou
CCD),équivalentélectroniquedesfilmsphotographiques,cequipermetunecouverture
spectralecontinuede190à800nmavecuneexcellenterésolution.Uneétudecomplète
del’échantillonestalorspossible(dessinexécutéd’aprèsunschémadumodèle7000
PUdelasociétéUnicam.).

14.6PERFORMANCES

Larapiditéetleslimitesdedétection,quisontinférieuresauppbpourbeaucoupd’éléments,
fontdel’émissionatomiqueunedesgrandesméthodesd’analyseélémentairepolyvalente.
AveclesappareilscomportantundétecteurdutypeCCD,ilestpossibledecapterlespectre
entierenhauterésolution(plusde10000raiesd’émission)enquelquessecondes.

Certainsspectromètresacceptentplusfacilementdesmatricesdominantes,telslesboues
oulessols,pourlesquelslesélémentsSi,FeetAlsontlargementmajoritaires.Ilfautdonc
choisirl’appareilenfonctiondesanalysesquel’oneffectue.

14.6.1Seuildesensibilitéetlimitededétectionduspectromètre

Leseuil desensibilitédel’instrument varieselonl’appareil et l’élément considéré. On
trouveàcesujet denombreuxtableauxcomparatifsqui sont perpétuellement remisen
causeaveclesprogrèsfaitsdansledomainedel’instrumentation. Leseuildesensibilité
correspondàlaconcentrationminimumdel’élémentensolutionquidonneunsignaldont
l’amplitudeestégaleàtroisfoisl’écarttypecalculésurleblancanalytique.Cettedéfinition
classiqueconduitàdesvaleursoptimistes,trèsvariablessuivantl’élément.Lalimitededé
tectiondel’instrumentreprésentelaconcentrationd’unélémentpouvantêtredéceléavec
95%decertitude(cf.chapitre22).
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Lalimitededétectiond’uneméthodeaplusd’intérêtquelalimitededétectioncidessus.
Onseplacegénéralementdansundomainedeconcentrationsquicorrespondà50foisla
limitededétectiondel’instrument.Lorsqu’ils’agitdedoserdesultratraces,ilvadesoique
lapréparationdel’échantillonexigel’emploideréactifsetd’eaudetrèsgrandepureté.

14.6.2Pouvoirderésolution

Larésolutionspectraleestaccessibleparunemesureexpérimentaledirectesurunspectre
enregistré.Ellecorrespondàlalargeur Dl d’unpicd’émission,mesuréeàmihauteuren
prenantlesunitésduspectre. Cettevaleurdépenddusystèmedispersifetdelalongueur
d’onde.

Lepouvoirderésolutiond’unspectromètre,c’estàdiresafacultédeséparerdesraies
spectralesdelongueursd’ondetrèsvoisines,estdéfiniparRtelque:

R =
l
Dl

(14.1)

Lesappareilsd’émissionatomiqueontdespouvoirsderésolutiondel’ordrede30000
à100000.L’utilisationd’unefentedesortietroplarge(bandepassantereçueparlephoto
multiplicateur)dégradelepouvoirderésolutionduspectromètre.

14.6.3Dispersionlinéaireetbandepassante

Ladispersionlinéaire,expriméeenmillimètresparnanomètre(mm/nm)—ousoninverse,
ladispersionréciproqueennm/mm)—représentel’écartdansleplanfocalentredeuxlon
gueursd’ondequidiffèrentde1nm.Elledépenddeplusieursparamètresdontlesdistances
focalesetleslargeursdesfentesd’entréeetdesortiedel’instrument.D’unemanièregéné
rale,meilleureestladispersion,plusgrandeestlaséparationphysiqueentredeuxlongueurs
d’ondedonnées.Labandepassante,qu’ilnefautpasconfondreaveclalargeurdefente,est
l’intervalleduspectre,enpicomètres,quicorrespondàlalargeurdelafentedesortie.Cet
intervalleestordinairementplusgrandquelalargeurdelaraiesurlaquelleilestcentré.

Ainsi, silafentedesortieestde20 mmetsiladispersionestde5mm/nm, labande
passanteseraégaleà1 × (20 × 10

−3)/5 = 4 × 10
−3 nm,soit4pm.

14.7COUPLAGECPG/ÉMISSIONATOMIQUE(CPG/ICP-OES)

LadétectionparphotométriedeflammeestutiliséedepuislongtempsenCPGpourlare
cherchedescomposéscontenantduphosphoreoudusoufre.Enpartantdeceprincipeilest
possibledeprofiterdeshautestempératuresgénéréesparlesplasmasdegazpourdétruire
lescomposéséluésdelacolonneetrecueillirdesinformationssurleurcompositionélémen
taire,enadaptantunspectromètred’émissionatomiqueauchromatographe(fig.14.11).

Enchoisissantuneraiespécifiqued’unélément,onobtientunchromatogrammesélec
tifdetouslescomposéséluéscontenantcetélément.C’estalorsledomainedesanalyses
despéciationparlerecherchedecomposéscorrespondantàl’associationdeplusieursélé
ments.Onéviteainsilesinterférencesduesauxmatricesdeséchantillons.
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Onpeutsimplementregretterquecetteidentificationdesmoléculesorganiquesimpose
delesdétruire,pourfinalementn’exploiterqueleurcompositionélémentaire:aucoursde
cette«boucheriechimique»lesinformationsstructuralessontperdues.

herbicides

tempsderétention(min)

chromatographie
enphasegazeuse

plasma
micro-ondes

détecteur
polychromatique

hélium plasma
micro-ondes

réseau

barrette
dediode

colonneCPG
1

2

3

réseau
dediffraction

Figure14.11Couplaged’unchromatographeenphasegazeuse
etd’unspectromètred’émissionatomique.

Leseffluentsdelacolonnecapillairearriventdansunplasmaquiprovoqueleurdécom-
positionenéléments.Chaquechromatogrammecorrespondauxcomposéscomportant
l’élémentrecherché.C’estleprinciped’uneanalysedespéciation. Pouruntempsde
rétentiondonné,onauneindicationsurlaprésencedecertainsatomesdansunmême
composé.Leplasmaestici généréparchauffagedugazvecteur(He)aumoyend’un
générateurdemicro-ondesconfinéesdansunecavitéoùdébouchelacolonne.Noter
l’utilisationd’unebarrettedediodespourfairel’analysesimultanéedeplusieursélé-
ments(chromatogrammesissusd’undocumentdelasociétéHewlett-Packard).

14.8APPLICATIONSDELASPECTROMÉTRIED’ÉMISSION
ATOMIQUE

Letrèsgrandnombred’élémentsdosablesparémissionatomiquerendcetteméthoded’ana
lyseincontournable.Ellepermetsoitdedoserdesélémentschoisisparavancesoitd’identi
fierlesélémentsprésentsdansunéchantillonquelconque.Endehorsdesapplicationsana
lytiquesdansl’industrieengénéral—recherche,parexemple,desmétauxd’usure,trouvés
dansleshuilesdevidangedesmoteursd’automobileoud’aviation,sansdémontage—c’est
sansdoutedansledomainedel’environnementqu’elleestdevenueindispensable.

Ilpeuts’agiraussibiend’analysessurlesproductionsvégétalesouanimales(viande,
lait),surleseaux,surl’air(poussièresémisesparlesincinérateurs),ousurlessolsenfin,
pourlesquelsdesélémentssontprésentsdansdesrapportsdeconcentrationénormes,(en
relationavecl’épandagedesbouesindustriellessurlesterresagricoles).
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Cetteméthodeareçuégalementdiversesapplicationsdansledomainemédicolégalou
enmédecineclinique(analysedetissusoudeliquidesbiologiques). Undesesavantages
estceluidelalinéaritédelaréponsesurunetrèsgrandegammedeconcentrations,cequi
permetdetraiterdesmatricescomplexes,avecunminimumdepréparation.Ainsi,avecune
seulesolutionilestpossibledepasserdudosaged’unélémentconcentréàunautre,présent
àl’étatdetrace.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.aurorainstr.com www.perkinelmer.com
www.tja.com www.jobinyvon.com
www.varianinc.com www.spectroai.com
www.leemanlabs.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice14.1
Quandunatomeémetuneradiation,lafréquenceduphotoncorrespondantestliéeàl’éner
giedesniveauxentrelesquelslatransitionalieu.Selonleprinciped’Heisenberg,sil’état
excitéauneduréedevie Dt,ilenrésulteuneimprécisionminimumsurl’énergie DEtelle
que DEDt > h/ 2p.

Àpartirdecetteexpressioncalculerlalargeurnaturelledelatransitionobservéeà589nm
pourl’atomedesodium,enadmettantque Dtvaut10

−9 s.

Exercice14.2
AfindedoserleplombdansdeuxsolutionsAet Bonprépare5solutionsétalonsde
concentrationsconnuesenplomb. Ons’arrangepourquelessolutionsàdoseretleséta
lonscontiennent lamêmeconcentrationenmagnésiumutilisécommeréférenceinterne.
Lesmesuressontlessuivantes:

conc.(mg/L) signald’émission(unit.arbit.)signalMg

0,10 13,86 11,88

0,20 23,49 11,76

0,30 33,81 12,24

0,40 44,50 12,00

0,50 53,63 12,12

solA 15,50 11,80

solB 42,60 12,40

TrouverlesconcentrationsmassiquesenplombdesdeuxsolutionsAetB.
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Exercice14.3

Onditquelquefoisqueleniveauderésonancedel’atomedesodiumestà16960cm
−1 du

niveaufondamental.
Retrouver,àpartirdecettevaleur,quelleestlalongueurd’ondecorrespondanteetl’énergie
delatransitionquiluiestassociée.

Exercice14.4
Unréseauàéchellecomportant100miroirsparmmreçoit lalumièreincidentesousun
anglede75

◦
parrapportàlanormaleauréseau.L’angled’observationvariede60à65

◦
.

a)Dansquel ordrendoit travailler ceréseaupour pouvoir observer uneradiationde
0,35 mmdelongueurd’onde?
b)Calculerlesplagesspectralespourlavaleurdel’ordrentrouvéprécédemmentainsique
pourlesordres(n − 1)et(n+1).
c)Enconclures’ilyarecouvrementounondesplagesspectralespourcestroisordres.

Exercice14.5
DansladéterminationdetracesdecuivredansdessédimentsmarinsparlaméthodedeMac
Laren,onutiliseunappareild’émissionatomiquedotéd’unetorcheàplasma.Lesmesures
sontfaitesauxlongueursd’ondesuivantes:324,754nm(émissionducuivre),324,719nm
et324,789nm(pasd’émission:correctiondubruitdefond)et324,739nm(émissiondu
fer)sionsupposelaprésencedeferd’ansl’échantillon.
Dansl’expériencedécrite,troisspectresontétéenregistrésdontlesrésultatssontrassemblés
dansletableausuivant(valeursluesen mA):

324,719nm 324,739nm 324,754nm 324,789nm

ÉtalonnageCu 23,1 63,71 8,1

ÉtalonnageFe 8,75× 105 10,5

Échantillon 27,5 2,94× 104 27,49 9,2

L’étalonnageducuivreaétéréaliséavecunesolutioncontenant50ppmdecuivremaisne
contenantpasdefer.
a) Calculerlacorrectionàapporterdueaubruitdefond.
b)Calculerlefacteurdecorrectionàutiliserpouréliminerl’effetderecouvremententrele
feretlecuivre.
c)Calculer,enppm,laquantitédecuivredansl’échantillon.



Chapitre15

Spectrométriederésonance
magnétiquenucléaire

Larésonancemagnétiquenucléaire(RMN),dontlespremierstravaux,vers1945,sontdus
auxphysiciensBlochetPurcell,esttrèsvitedevenueuneméthodespectroscopiquepolyva
lenteirremplaçabledansdiverssecteursdelachimie.LaRMNpermetl’étudedescompo
sésensolutionouàl’étatsolide.Ellesertaussibienenanalysequantitativequ’enanalyse
structurale,maisc’estsurtoutdanscedernierdomainequ’ellefaitpreuvedetoutesapuis
sance.Lameilleureméthodepourobtenirdesrenseignementsstructurauxsurlescomposés
moléculaires, ellerevêtdoncuneimportancepratiquetouteparticulièreenchimieorga
niqueetenbiochimie.Utiliséeencomplémentdesméthodesdespectroscopieoptiqueetde
laspectrométriedemasse,ellepermetdepréciserlaformuledéveloppée,lastéréochimie
etdanscertainscaslaconformationducomposéétudié.Elleestdevenue,pourcesraisons,
unedestechniquesmajeuresd’étudeaussibiendesstructuresmoléculairesquedescris
taux, dontonnesauraitsepasser. LaRMNalongtempsétéconsidéréecommetroppeu
sensiblepourêtreadaptéeauxanalysesenvironnementales.Cettesituationestenvoiede
changercommeentémoignel’existencedetechniquescoupléesdechromatographieliquide
oud’électrophorèseaveclaRMN.

15.1GÉNÉRALITÉS

Larésonancemagnétiquenucléaireadonnésonnomàuneméthodeexceptionnellepourré
soudrelesproblèmesdedéterminationdestructuredescomposésmoléculairesorganiques
etdecertainstypesdematériauxinorganiques.LesspectromètresdeRMNsontdoncsou
ventlocalisésdansleslaboratoiresderecherche,maisilexisted’autresappareilsdemise
enœuvresimplifiéefaisantappelàcemêmephénomènepourdesapplicationsderoutine
(fig.15.29).

Cetteméthoded’étudedelamatièrepeutêtredécriteennechoisissantquedesexemples
relevantdudomainedelachimieorganique,l’élucidationdesstructuresmoléculairesayant,
eneffet, toujoursservidemoteuràsondéveloppementetauxnombreusesaméliorations
techniquesdepuissonorigine.

LaRMNtiredesinformationsdel’interactionquipeutapparaîtreentrelesnoyauxdes
atomesprésentsdansl’échantillonquandonlesoumetàunchampmagnétiqueintenseet
constant,produitparunaimant.
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Ledocumentdebase,fourniparcesappareils,estlespectredeRMN(fig.15.1).Ils’agit
d’undiagrammereprésentantdessignauxderésonance.Pourproduirecessignaux,onuti
liseconjointementunsecondchampenviron10000foisplusfaiblequeleprécédent,enfai
santappelàunesourcederadiationsélectromagnétiquesdudomainedesradiofréquences.

LespectredeRMNrésultedel’absorptionparl’échantillondecertainesdesfréquences
envoyéesparcettesourceélectromagnétique.L’interprétationdessignaux(position,aspect,
intensité),conduitàunensemblederenseignementssurl’échantillon,d’autantplusfacile
mentinterprétabless’ils’agitd’uncomposépur.

Pourcomprendrel’originedecesspectres, trèsdifférentsdesspectresoptiquesclas
siques,ilfautfaireappelauspindesnoyaux.

-CH-CH
23-CH-

2
CH-C=O

3

in
te
ns
ité

(u
ni
té
s
ar
bi
tr
ai
re
s)

RMN400MHz CH-C-CHCH
323

O

(TMS)

3,00 2,50 2,00 1,50 1,00 0,50 0,00PPM

Figure15.1Présentationconventionnelled’unspectredeRMNdesatomesd’hydrogène
d’uncomposéorganique.

Ici,spectredelabutanone[CH3(C = O)CH2CH3] avec,ensuperposition,lacourbed’in-
tégration,qui permetd’évaluerlesairesrelativesdesprincipauxgroupesdesignaux
repéréssurlespectre.Lanaturedel’échelledesabscissesseraexpliquéeplusloin.

Lespectredelafigure15.1estunexempledeRMNditeàunedimension(l’intensitédes
signauxn’estpascomptéecommesecondedimension).D’autresétudesparRMN,plusso
phistiquées,à2,3,4...dimensionspermettentdelocaliserlapositiondetouslesatomesdans
lamoléculeétudiée.CechapitrenedécritquelaRMN1D(monodimensionnelle)d’échan
tillonsensolution.

15.2INTERACTIONSPIN/CHAMPMAGNÉTIQUEPOURUNNOYAU

Toutnoyauatomique—demêmequechaqueparticulesubatomique—estcaractérisépar
uncertainnombredegrandeursintrinsèques,dontlespinI (1).Ceparamètrevectorielintro
duitenmécaniquequantique,sanséquivalentclassique,permet,entreautres,d’expliquerle
comportementdesatomesdanslesmilieuxoùrègneuneorientationprivilégiée.L’existence
d’unchampmagnétiquecréeunetelleorientationprivilégiéedansl’espacepourtoutatome
baignantdanscechamp.LespindunoyauestàrapprocherdumomentcinétiqueLdela
mécaniqueclassiquedontilalesdimensions(J ×s).Lanormeduspinvaried’untypede
noyauàunautrecarelleestdéfinieàpartirdunombrequantiquedespinI (2),caractéristique

dechaquenoyau,dontlavaleurpeutêtrenulleouunmultiplepositifde
1
2

.

(1) Danscelivre,toutvecteurestreprésentéencaractèregras. I ,nombrequantiquedespin,n’estpaslanormedu
spinI.
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Unnoyauisolédontlenombredespinn’estpasnulsecomportecommeunpetitaimant
demomentmagnétique mmm(J×T

−1)telque:

mmm= g · I (15.1)

Cemomentmagnétiquenucléaire mmmestreprésentéparunvecteurcolinéaireàI,demême
sensoudesensopposé,suivantlesignede gquiestappelérapportmagnétogyrique(onle
désigneaussiparlaconstantegyromagnétique).

Z



B
0

z 

I

O

Sionsoumetunnoyauayantunspinnonnul,quel’onima
ginecommeunesorted’aiguilleaimantéemicroscopique, à
unchampd’inductionmagnétiqueB 0 faisantunangle uquel
conqueaveclevecteurspin, ilapparaîtuncoupleentreB 0 et
mmmquimodifiel’énergiepotentielleEdunoyau.Enappelant mmmz

laprojectionde mmmsurl’axeOz,dirigédanslesensdeB 0,on
aura:

E = −mmm. B0 soit E = −mcos(u)·B0 ouencore E = −mz . B0 (15.2)

D’aprèslesrèglesdelamécaniquequantique, mmmz pourunnoyau, nepeutprendreque
2I+1valeurs. IlenrésultequedanslechampmagnétiqueB 0 l’énergiepotentielleEne
peutprendre,elleaussi,que2I+1valeurs.Ilenvademêmedel’angle u.Laquantification
de mz estlaconséquencedesvaleurspermisespourlaprojectionmduvecteurspinsurOz
(mestlenombremagnétiquedespin).Ellessontdonnées(enunitésnaturellesh / 2p),par
lestermesdelasuite:

m = −I ,−I+1 ,..., I+1 , I

Encombinantlarelation15.2avec15.1,onaboutitàl’expressiongénéraledes2I+1
valeurspermisesdel’énergie:

E = −g·m ·B0 (15.3)

DanslecasoùI = 1/ 2, lesdeuxvaleurspossiblesdeE(enjoules)correspondentà
m = +1/ 2etm = −1/ 2.Ellessontnotéessuivantl’usage a et b :

E1(ouE a) = −g
1
2

h
2p

B0 et E2(ouE b) = +g
1
2

h
2p

B0

Cetteapparitiondeplusieursniveauxd’énergierappellel’effetZeemanquiconcernela
séparationdesniveauxélectroniques,égalementdansunchampmagnétique,d’oùleterme
quelquefoisrencontréenRMN,deséparationZeemannucléaire.

Laquantificationdelaprojectionduvecteurspinsurl’axeOzluilaissenéanmoinslapos
sibilitédebalayerlasurfaced’uncônederévolutiondontl’angle,entrel’axeetl’apothème,
peutêtrecalculé,connaissantlesnormesde mmmetde mmmz ;cemouvementdeprécession,autour
d’unaxeparallèleàceluiduchampmagnétique(fig.15.2et15.4a),estcaractériséparsa
fréquencequiaugmenteavecl’intensitéduchamp.

Poursefaireuneidéeconcrèteduspinnucléaire, onfait souvent lerapprochement, à
notreéchelle,dumouvementd’unetoupieenrotationautourdesonaxe,quifait,àunins
tantdonné, unangle uparrapportàladirectiondelapesanteur(lechampdegravitéter
restre).Latoupiedécritunmouvementgyroscopiqueautourdecettedirection,quirésulte
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delacombinaisondesonmouvementderotationautourdesonaxepropreetducouplede
rappeldûauvecteurgravité.Lesfrottementsralentissantlarotation,l’angle uaugmentede
façoncontinue.Pourunnoyaudanslevide,contrairementauprincipedelatoupie,l’angle
demeurefixeaucoursdutemps,quellequesoitlavaleurduchampappliqué,carlesnormes
duvecteurmomentmagnétiqueetdesaprojectionsontquantifiées. Ainsi,pourunnoyau
dontlenombredespinest I = 1/2, oncalculequelesanglespermisdeIparrapportà
Ozsontd’environ55

◦
et125

◦
,entenantcomptedesnormesduvecteurspind’unepart

(
√

I(I+1)),etdesaprojection(I)d’autrepart.L’anglede54,74
◦
,utilisédanscertaines

expériencesdeRMN,estappelé«anglemagique».Pourcettevaleurparticulièreduspin,il
correspondàl’anglequefaitladiagonaled’uncubeavecsessixarêtesadjacentes.

Z

sanschampmagnétique avecchampmagnétique

Y

X

Z



Y

X

Z

Y

X

Z
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z
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N
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B
0 B

0

Figure15.2Effetd’unchampmagnétiquesurunnoyaudenombre
despin1/2présentdansuncomposéensolution.

Si lenoyauestdanslapartiesupérieuredel’échantillon,nonsoumiseauchampma-
gnétiqueextérieur,mn’aaucuneorientationpréférentielle.Enrevanche,danslapartie
centralebaignantdanslechamp,mbalaielasurfaced’uncônederévolutiondontl’axe
estalignéavec B. Laprojectionde mestdanslemêmesensque B oudanslesens
opposé.

15.3LESNOYAUXQUIPEUVENTÊTREÉTUDIÉSPARRMN

Unnucléidequelconquereprésentépar A
ZXaunnombredespinI nonnulsilesnombres

Zdeprotonset Adenucléonsnesont pastouslesdeuxpairs. 1
1H, 13

6C, 19
9F, 31

15P

ont, parexemple, unnombredespinI = 1/2tandisqueI = 1pour 1
1H(deutérium

D) ou 7
7N. Touscesnoyauxdonneront unsignal enRMN. Enrevanche, lesnoyaux

12
6C, 4

2He, 16
8O, 28

14Si, 32
16S auront unnombredespinnul et nepourront pasêtreétu

diésparRMN.Dansl’ensemble,plusdelamoitiédesnucléidesstablesconnus(aumoins
unisotopeparélément)conduisent àunsignal deRMN, maislasensibilitévarieénor
mémentsuivantlesnoyaux. Ainsileproton, nomcommundunoyau 1H, oubienle 19F,
sontplusfacilesàdétecterquele 13C, beaucoupmoinssensiblequeleprotonetquine
représenteque1%del’élémentcarbone.
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15.4THÉORIEDEBLOCHPOURUNNOYAUDONTI=1/2

Ànotreéchelle,ditemacroscopique,laplusinfimequantitéd’uncomposémoléculaireest
constituéed’unnombreconsidérabledemoléculesindividuelles.Onestdonctoujoursen
présenced’unecollectionsigigantesquedenoyauxquelessignauxdeRMNreflètentdes
comportementsstatistiques,commeenspectroscopieoptique.

ConsidéronsunensembledenoyauxidentiquesdontlenombredespinestI = 1/2.
Enl’absencedechampextérieur,lesorientationsdesvecteursspinindividuelsontunca

ractèrealéatoireetvarientconstamment.D’unpointdevueénergétique,cesnoyauxforment
uneseulepopulation,àl’étatditdégénéré(fig. 15.2).Lorsqu’onplacecesnoyauxdansle
puissantchampd’inductionmagnétiqueB 0 extérieur(orientationOz)uneinteractionnaît
entrechaquepetitvecteurmagnétiquenucléaireetcechamp(cf.15.2).

IlapparaîtdoncdeuxgroupesdenoyauxdontlesénergiescorrespondentàE 1 ouE 2,
définiesprécédemment selonlesensdelaprojectiondeleurvecteurspinsurl’axeOz,
(fig.15.3).

E( eV)

0 1,4 4,7 7 9,3Tesla

60 200 300 400MHz
(pourleproton)

E

E

-1

0,13

0,41
0,62
0,82

1

E(E)1 

E(E)2 
m=-1/2

m=+1/2

B
0

B
0

Figure15.3Représentationdel’éclatemententrelesniveauxénergétiques
d’unnoyaudenombredespin I = 1/2placédansunchampmagnétique.

LesquatrevaleurschoisiesduchampB 0 correspondent,pourleproton, àdesappa-
reils commerciauxditsà60, 200, 300et400MHz. (B0 représenteladensitédeflux
magnétiqueexpriméeentesla:1Téquivautà10000gauss).

Ladifférence DE,entrelesdeuxétats,estde:

DE = E2 − E1 = g
h

2p
B0 (15.4)

DEestproportionnelauchampB 0 (fig.15.3).Ainsi,pourleproton,siB 0 = 1,4T,l’écart
d’énergieaunevaleurtrèsfaible:3 ,95 × 10

−26 J,soit2 ,47 × 10
−7 eV.Quantaurapport

(E 2 − E1)/ B0,ilnedépendquede g,c’estàdiredunoyauétudié(tabl.15.1).
Lapopulation,quirassemblelesnoyauxsituésdansl’étatd’énergieE 2,estunpeumoins

nombreusequedansl’étatE 1 légèrementplusstable.L’expression15.5permetdecalculer
lerapportdesdeuxpopulations(équilibrederépartitiondeBoltzmann).

R =
N2

N1
= exp −DE

kT
(15.5)

(pour 1H,ontrouveR = 0,999964siT = 300KetB 0 = 5,3T

aveck = 1,38 × 10
−23 J·K

−1 ·at
−1).
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Decefait,seullelégerexcèsdelapopulationE 1 seraresponsabledusignaldeRMN.
Enaugmentantlavaleurduchampfourniparl’aimantdel’appareil,oncreuseral’écartentre
lesdeuxpopulationsetonauradoncunesensibilitéaccrue.Graphiquement,onexpliquela
faibleaimantationdelasolutionéchantillonenrapportantàpartird’unmêmepointtous
lesvecteursindividuels mmm.LevecteurrésultantM 0 estappeléaimantationmacroscopique
(fig.15.4b). M0 estsouventenvisagépourexpliquerl’apparitiondusignalobservéquand
ilyarésonance.

µ

µ

µ

a

µ

µµ

B0
B0

O
O

Z
Z

b

Y

Z
M0

X
O

Figure15.4Précessionetmagnétisation.
a) Instantanéfigurantlemouvementdeprécessionduvecteurspinde5noyauxin-
dépendantsdanslechampmagnétiqueextérieur;b)vecteurmagnétisationmacrosco-
piquerésultantdesorientationsindividuellesd’ungrandnombredenoyaux.L’échan-
tillonensolutiondevientdoncfaiblementaimanté.M0 estunobjetauquels’appliquent
lesloisdel ’électromagnétisme.

15.5FRÉQUENCEDELARMOR

D’unpointdevueanalytique,sionpeutmesurerladifférenced’énergiequiséparedansun
champB 0 lesdeuxpopulations(danslecasoùI = 1/2),onpourraidentifierlenoyaucor
respondantd’aprèssaconstantegyromagnétique g.Pourévaluercettedifférenced’énergie
onva,commeenspectroscopieoptique,créerlesconditionsdepassagedel’unàl’autredes
niveaux,c’estàdireprovoquerunsignalderésonance.Pratiquementonirradielesnoyaux
placésdanslechampmagnétiqueavecunesourcederadiationsélectromagnétiquesdefré
quencevariabledontladirectiondepropagationestperpendiculaireauchampextérieur.Il
yauraabsorptionsi:

hn= E2 − E1 (15.6)

Larelation15.4conduitalorsàlarelationfondamentalederésonance(15.7):

n=
g

2p
B0 (15.7)

Cetteexpressiontrèsimportanteetgénérale, estappeléerelationdeLarmor. Ellere
lielechampmagnétiquedanslequelbaignentlesnoyauxconsidérésetlafréquencedela
radiationélectromagnétiquequiprovoquelaconditionderésonance(tabl.15.1).

Laradiofréquence,quiprovoquel’échangeentrelesdeuxniveaux,estégalementlafré
quenceditedeprécessiondeLarmoràlaquellelevecteurspintourneautourdeladirection
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moyenneOz. Larmor, physicienIrlandaisdontlestravauxsontantérieursàceuxconcer
nantlaRMN, amontré, parunraisonnementindépendantque v, pulsationoufréquence
angulairederotationduvecteurspinautourdeOz,apourvaleur:

v = g·B0

Comme v = 2pn, onretrouvelarelationdémontréedanslecasdelaRMN. Cesdeux
approchessontdifférentes:l’uneaboutitàlafréquenceduquantumquiséparelesdeux
niveauxetl’autre,àlafréquencemécaniquedeprécession.Cesdeuxfréquencesontmême
valeur.

Tableau15.1Valeursdeg pourlesnoyauxNlesplusétudiésenRMN.

noyauN g(rad·s− 1 ·T
− 1) sensibilité

1H 2,6752× 108 1
19F 2,5181× 108 0,83
31P 1,084× 108 6,6× 10

−2

13C 0,6283× 108 1,8× 10
−4

LafréquencedeLarmord’unnoyaucroîtavecB 0.Elleestsituéedansledomainedes
ondescourtesetvariesilechampestde1tesla,de42,5774MHzpourlenoyaud’hydro
gène(proton),à0,7292MHzpourl’or,(tableau15.2).Lesappareilssontdésignésparla
fréquenceàlaquellelesprotonsentrentenrésonance, mêmes’ilssontprévuspourfaire
l’étuded’autresnoyaux.

Tableau15.2Valeurs,enMHz,dequelquesfréquencesderésonancepourB0 = 1T .

noyauN 1H 19F 31P 13C 15N

fréquencen 42,58 40,06 17,24 9,71 4,32
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Figure15.5SpectredeRMNd ’unéchantillond’eauplacédansunrécipientdeverreborosilicaté,
observéàunefréquencede5MHz(lechampestexpriméenTesla;documentVarian).

Iln’existepasd’appareilscommerciauxdecetype,laRMNétantuneméthoderéservée
àdesexamensplusapprofondisquepourrechercherlacompositionélémentairedes
d’échantillons.
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Enpartantdeceprincipe,ilatoutd’abordétéconstruitdesappareilsexpérimentauxmul
tinoyauxquipermettaientdefaireunbalayagedechampsurunevasteplage,enmaintenant
laradiofréquencefixe.Celapermettaitdereconnaîtrequalitativementetglobalementlesélé
mentslesplusfacilesàdétecterdel’échantillonétudiéparleursfréquencescaractéristiques
derésonance(tabl.15.2etfig.15.5).

15.6OBTENTIONDUSPECTREPARRMNIMPULSIONNELLE

Danslapartiedel’instrumentoùl’échantillonestintroduit,appeléesonde,onprovoquela
résonancedesnoyauxensuperposantàB 0, unchampfaibleoscillantB 1, apportéparun
solénoïdeparcouruparuncourantalternatif(générateurderadiofréquences).

Pourcomprendrel’interactionaveclenoyau,duchampB 1,apportéparl’ondeélectroma
gnétique,onconsidèrequ’ilrésultedelacompositiondedeuxvecteursdenormesmoitié,
tournantensensinversedansleplanxOyaveclamêmevitesseangulaire(fig.15.6).Seul
levecteurtournantdanslemêmesensquelemouvementdeprécessionpeutinteragiravec
lenoyau.LarègledeLorentzmontrequeB 0 estsoumisàuneforceperpendiculaireàB 1 et
àB 0.
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Figure15.6Représentationd’uneondeélectromagnétique.
Entoutpointduplan xOy lacomposantemagnétiquedel’ondepeutêtredissociéeen
deuxvecteursdenormesmoitiéb1 etb 2 tournantenphaseàdesvitessesopposées.
Ici,seulb2 peutbasculerlenoyaudanslapopulation E2.

PourqueB 1 soitorientéconvenablement, ilfautquel’axedepropagationdelaradio
fréquencesoitperpendiculaireàOz(fig.15.7).Quandlaradiofréquencedelasourceetla
fréquencedeprécessionsontidentiques,lesconditionssontréuniespourqu’ilyaittransfert
d’énergiedelasourceverslesnoyaux.Desnoyauxdansl’étatE 1 passentalorsdansl’état
E2 :lespopulationssontmodifiées.

Avant irradiation, lesvecteursindividuels mmmsont déphaséslesunspar rapport aux
autres,cequel’ontraduitparlareprésentationduvecteurM 0,alignédansladirectionOz
(fig.15.4).

Quandonatteintlaconditionderésonancelesvecteursindividuelssemettentàtourner
enphaseavecB 1 cequifaitbasculerM 0 d’unangle a dontonmaîtriselavaleurenajustant
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tempsetpuissanced’irradiation.Lafigure15.7traduitcephénomèneavecquelquesvec
teursindividuelsserejoignant.Decefait.M 0 acquiertunecomposanteM xy dansleplan
horizontal,maximumquand a = p/ 2,etconserveunecomposanteM z ,variable,dansla
directionOz(saufsi a = p/ 2), lafréquencederotationduvecteurmagnétisationétant
celledumouvementdeprécession.Lespindecertainsnoyauxprendlasecondeorientation
permise(danslecasoùI = 1/2).Lorsquel’irradiationcesse,lesystèmerevientprogres
sivementàl’étatd’équilibreinitial.Unebobinedétectricedécèlelacomposantesuivantla
directionOy(fig.15.7).

Pourimaginercequisepassedanslasondedel’appareil,leraisonnementcourantconsiste
àseplacercommeunobservateurliéàuntrièdretournantautourdel’axeOzàlafréquence
dumouvementdeprécessiondesnoyauxconcernés(fig.15.7).Poursimplifier,considérons
unseultyped’écran, doncuneseulefréquencedeprécession. Quandlaradiofréquenceà
lamêmevaleur, lesnoyauxsemblent, pourl’observateur, neressentirquelacomposante
tournanteduchamp(perpendiculaireàOz).Levecteurmagnétisationcommenceàbasculer.
Aprèsl’impulsion, lesmomentsmagnétiquesindividuelsperdentleurcohérencedephase
parinteractionentrelesspinsdesnoyauxvoisinsplusvitequ’ilsneseréorientent,pourre
trouverlarépartitiondeBoltzmanndespopulationsdedépart.M 0 perddoncsacomposante
dansleplanxOy,sansavoirretrouvé,pourautant,savaleurinitialedansladirectionOz,ce
quipeutdemanderbeaucoupplusdetemps.
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Figure15.7BasculementduvecteurmagnétisationM0 etretouràl’équilibreaprèsrésonance.
Représentationimagéeoùnesontfigurésquelesvecteursindividuelsmarquantledés-
équilibredespopulations(numériquement).Unobservateurtournantàlafréquencede
précessionverraitlevecteurmagnétisationbasculerd’unanglea.Retourprogressifde
laprojectionMz deM0 àlasituationd’origine.

Leprocédéactueld’obtentionduspectreparcalcul(RMNd’émission),n’existaitpasà
l’origine.Uneautreméthodeétaitutilisée.Onrecherchaitlarésonanceenmodifiantlégère
mentB 0 grâceàunenroulementdequelquesspiresautourdespiècespolairesdel’aimant
principal(fig.15.8).Commeils’agissaitd’unbalayagedechamp,cesappareilsfonction
naientgénéralementàfréquencefixe(lespectreétantnéanmoinsrepéréenHz,puisquela
relationdeLarmormontrequ’ilestpossibledefairecorrespondrechampsetfréquences).
CetteRMNd’absorption,quasimentabandonnéedesconstructeurs,correspondaitauxappa
reilsàondecontinue.Ceprocédé,pourrechercherlesignal,n’estpassansrappelerlemode
d’enregistrementséquentieldesspectresoptiques,oubien,danslaviedetouslesjours,la
recherched’unestationFMsurunrécepteurradio.Avecceprincipe,laqualitéduspectre
nedépendqued’unetrèsfaiblefractiondutempstotald’enregistrement. Lesappareilsà
transforméedeFourierfontunmeilleurusagedutempsdemesure.
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oscillateurdechamp détecteur
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Figure15.8AppareildeRMNàondecontinue.
Noterl’agencementdesdifférentsenroulementsauniveaudelasondeentrelespièces
polairesdel’aimantetlesorientationsdesdifférentschamps.Àdroiteunenregistre-
menthistorique(1951)duspectredesprotonsdel’alcool éthylique.Lestroissignaux
correspondentauxatomesd’hydrogèneduCH3,duCH 2 etduOH. Oncomprendra
mieuxaprèsavoirlule§15.8.

Techniquement,l’échantillonestirradiéaumoyend’ungénérateurdefréquence nquien
voieuneforteimpulsiondequelquesmicrosecondescequiestunmoyend’exposerl’échan
tillonàunebandedefréquencesentourantlavaleur n, commeferaitunflashdelumière
blanche(pourprendreexempled’unelumièrepolychromatiqueparrapportàunelumière
monochromatique).À300MHz,parexemple,ilfaut,pourirradiertouslesprotonsquelque
soitleurenvironnement,unebandedefréquencerecouvrantaumoins6000Hz.Dansces
conditions,unefaiblefractiondechaquetypedeprotons(maispastouslesprotons),capte
lafréquencequiprovoqueleurrésonance.

Lasituationd’uncomposéqui conduit àunspectrecomportant desdizainesdefré
quencesestévidemmenttrèscomplexeetnesauraittrouverdereprésentationimagéesa
tisfaisante.M 0 sedissocieenplusieursvecteursdontchacunprécesseautourdeladirection
duchampavecsaproprefréquencequin’estpluscelledurepèretournant(lafigure15.7
est uneapprocheimagéetrèssimplifiée). Pendant leretouràl’équilibre, qui peut durer
plusieurssecondes,l’appareilenregistreunsignalcomplexe,dûàlacombinaisondesdiffé
rentesfréquencesdeprécessionprésentes,dontl’intensitédécroîtdemanièreexponentielle
(fig.15.9).Cetinterférogrammequis’amortitaucoursdutempsestappeléFID,desinitiales
del’expressionanglaisefreeinductiondecay,quel’onnommeenfrançaispardécroissance
d’inductionlibre.Lesignalcorrespondàchaqueinstantàunevaleurnumériqueglobalequi
prendencomptel’étatdetouteslesfréquencesdesnoyauxenrésonanceàcetinstant.Ilse
prêteauxcalculsdeFourierquivontpermettredetransformercesignalobtenuenfonction
dutempsenunspectreclassiqueétablienfonctiondesfréquences.

Ceprocédé, dit àondepulsée, correspondàuneméthodesimultanée, encesensque
l’appareilacquiertàchaqueinstantunrenseignementsurtouteslesfréquencesprésentes.
LedéveloppementmajeurdelaRMNactuellerésultedelagénéralisationdeceprocédé,
quipermetl’étudedesnoyauxpeusensibles,commele 13Cparexemple,etseprêteàtoutes
lesressourcesdel’informatique.
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Figure15.9 Interférogrammedelafluoroacétone(13C)obtenuavecunappareilàondepulsée.
Lesignal I = f (t), convertienspectreclassiqueI = f (n) partransforméedeFourier,
estceluiduspectredelafigure15.16.L’interférogramme,captéenquelquessecondes
d’enregistrement,peutêtrerééditéplusieursdizainesdefoisavantdepasseràlatrans-
forméedeFourierfinale.CetteaccumulationdeFIDpermetd’améliorerlerapportsi-
gnal/bruitdefond.

15.7LESPROCESSUSDERELAXATIONDESNOYAUX

Aprèsl’impulsionderadiofréquence, M0 retrouvesavaleurd’équilibred’avantl’irradia
tionenuntempsvariabledépendantdumilieu(fig. 15.10). Ceretourestfonction, d’une
part,delapertedecohérencedephase(tempsderelaxationT 2),appelétempsderelaxation
transverse(interactionsspin/spin),etd’autrepart,delareconstitutiondespopulationsàleur
étatinitial(tempsderelaxationT 1),appelétempsderelaxationlongitudinale(interactions
duspinavecleréseau).Pourlessolutions,T 1 nedépassepasquelquessecondes(pour 1H),
alorsqu’ilpeutatteindreplusieursheuresaveclessolides. Ilfautdoncbiendissocierles
deuxcomposantesdeM 0.LaconnaissancedesduréesdeviesT 1 etdeT 2 apportedesinfor
mationstrèsutilessurlastructuredeséchantillonsanalysés.T 1 diminuequandlaviscosité
dumilieuaugmente,cequisetraduitparunélargissementdesbandes.T 2 serépercuteaussi
surlalargeurdessignaux.Uncomposépurconduitàunspectredontlessignauxsontplus
largesqu’ensolution.
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Figure15.10Lesdeuxprocessusderelaxationdesnoyaux.

Évolutionaucoursdutempsdesparamètresderelaxationspin/spinetspin/réseau.En
d’autrestermes,leréseaureprésentelecomposéensolutiondanslesolvant. Plusle
milieuestrigide,plusT2 estpetit.
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15.8LEDÉPLACEMENTCHIMIQUE

Généralement, auseind’unemolécule, chaqueatomesetrouvedansunenvironnement
rapprochéquiluiestpropresibienquelavaleurduchampextérieuratteignantsonnoyaului
estspécifique—àmoinsqu’ilyaitdesélémentsdesymétrieparticuliersdanslamolécule.
Cesvariationslocalesdechampont pouroriginelesélectronsdesliaisonsqui parleur
circulationcréentuntrèsfaiblechampinduitquis’opposeauchampextérieur. Ceteffet
d’écranmagnétique,appeléblindage,conduitàundécalagedelafréquencederésonance
parrapportàcellequ’onobserveraitpourlemêmenoyaudanslevide(fig.15.1).

Cetteconstatationestàlabasedel’exploitationprincipaledelaRMN:aulieudecher
cheràobservertouslesnoyauxprésentsrépartissurunebandedefréquencedeplusieurs
dizainesdemégahertz,onvasefocalisersurl’étuded’unseultypedenoyauàlafois.Autre
mentditon«zoome»surunintervalletrèsréduitdefréquences(parexemple1000Hz)afin
d’étudieravecsoinlesdifférentssignauxquiapparaissentetdépendentdechaquecomposé.

L’effet d’écranest quantifiéaumoyendelaconstanted’écran s qui apparaît dansla
formule15.8reliantlechampeffectifquiatteintlenoyauaveclechampextérieurB 0 :

Beff = B0(1 −s) (15.8)

Toutevariationde s serépercutesurlafréquencederésonancedunoyaucorrespon
dant.Cephénomèneestappelédéplacementchimique.Onobserveautantdedéplacements
chimiquesdifférentsquelamoléculecomportedevaleursd’écran s différentes.Enconsé
quence,lesgrossesmoléculesconduisentàdesspectrescomplexesparsuitedetrèsnom
breuxeffetsd’écran.

Danslecasd’unnoyauipourlequel I = 1/2,larelationdeLarmordevient,enfaisant
intervenir,cettefoisci,lechampeffectifB eff :

ni =
g

2p
B0(1 −s i) (15.9)

Pourleproton 1Hl’expression15.9conduitàundécalagede1Hzdelafréquencede
résonancepourunevariationduchampambiantde2 ,3 × 10

−8 T, etpourunevariation
de10

−4 T[1gauss],ladifférencedefréquencedevientde4258Hz.C’estpourquoi,tout
l’environnementdel’aimantdoitêtreparfaitementcontrôlépourmaintenirlastabilitédu
champB 0 del’appareildeRMN. Parexemplelatempératureestmaintenueau1/100de
degréprès.Danscesconditions,laconstructiond’appareilsdeRMNmobilesestunexploit
(fig. 15.29). Pourréduireégalementleshétérogénéitésdechamp, l’échantillonestmisen
rotationdansuntubeàparoimince.

15.9MESUREDESDÉPLACEMENTSCHIMIQUES

D’aprèscequiprécède,lesplusfaiblesvariationsduchampserépercutentsurlesfréquences
derésonance. Ilseraitdonchasardeuxdevouloircomparerdesspectresouidentifierdes
composésàpartirdesfréquencesabsoluesdessignauxobtenusàdesmomentsouavec
desappareilsdifférents.Pourcetteraisononrepèrelesdéplacementschimiquesdansune
échellerelative Dn/nqui,parnature,estindépendantedel’appareil.Pourcela, onajoute
aucomposéunstandardinternedont onsait qu’il nedonnequ’unsignal pourservirde
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référenceetondivisel’écart defréquence Dnentrechaquesignalducomposéétudiéet
celuidustandard,parlafréquencepropre napp del’appareilpourlenoyauconsidéré.

Lesvaleursobtenuessontexpriméesenpartiesparmillion(ppm).Ainsi,pourcalculerle
déplacementchimique di (ppm)correspondantàunsignaldefréquence ni parrapportàun
composéderéférence( nréf),onrepèresimplement Dn(iln’estpasbesoindeconnaître nréf).

di =
ni − nréf.

nappareil
·106 =

Dn
nappareil

·106 (15.10)

LeproduitderéférenceutiliséàlafoisenRMN 1Het 13Cestletétraméthylsilane(TMS),
composéinerteetvolatil(Eb27

◦
C),quidonneunseulsignalenRMN 1H(lesdouzeprotons

sontéquivalents)etenRMN 13C(pourlesquatrecarbones).Ilsertd’originedansl’échelle
desdéplacementschimiques(fig. 15.11). Safréquencederésonanceest inférieure, dans
pratiquement touslescas, auxfréquencesderésonancedesautrescomposésorganiques
(échelle dpositive). dnedépassepas15ppmenRMN 1H,maisatteint250ppmenRMN
du 13C.

Lesignal duTMSest positionnéàdroiteduspectre, respectant ainsi l’habitudeselon
laquelle,enspectroscopie,leparamètreénergétiqueportéenabscisse,diminuequandonse
déplacedelagaucheversladroiteduspectre.

L’échelle d permetd’établirdestablesdecorrélationempiriquesdesdéplacementsen
fonctiondesstructureschimiques,valablesquelquesoitl’appareil(tabl.15.5et15.6).La
relation15.10montrebienquesioncomparelesspectresd’unmêmecomposé,enregistrés
avecdeuxappareilsdont leschampsB 0 font entreeuxunrapport k, lesfréquencesdes
signauxhomologuespourlesdeuxspectresétantdanscemêmerapportk,lesvaleursde
d resterontidentiques.Cestablesnesontpastoujourssuffisantespourfaireuneattribution
correctedessignaux.Onfaitaussiappelàdeslogicielsd’aideàl’interprétation.

15.10NOYAUXBLINDÉSOUDÉBLINDÉS

échelledesdéplacementschimiques(enppm)

CHCl
3

champsfaibles

(déblindage)

champsforts

(blindage)

TMS

012345678910

CH3

Si CH3

CH3

H3C

(TMS)

HF(gaz)H2HO(liq.)2
HF(liq.)

H(proton)
32

Figure15.11DéplacementschimiquesdequelquescomposésenRMNduproton.
Effetsd’écranavecunappareilquifonctionneàunefréquencefixe.
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EncequiconcernelaRMN,lesmoléculesensolutiondiluéeformentdesentitésindépen
dantessansinteractionentreelles. Enrevanche,auseind’unemolécule,l’environnement
électroniqueetstériquedechaquenoyaucréeunrempartplusoumoinsefficacequilepro
tègedel’effetduchampextérieurB 0. C’estl’originedudéplacementchimique. Pluscet
effetd’écranestmarqué,pluslesnoyauxsontditsblindés:ilfautaugmenterlavaleurdu
champB 0 pourfaireapparaîtrelarésonance, dumoinslorsqu’onseréfèreàunappareil
àondecontinuefonctionnantàfréquencefixe.Sil’onregardeunspectre,ondiraqueles
signauxsituésàdroiterésonnentàchampfort,et,encorollaire,quelessignauxàgauche
correspondentàdesnoyauxdéblindésetqu’ilsrésonnentàchampfaible(fig.15.11).

15.11FACTEURSAFFECTANTLESDÉPLACEMENTSCHIMIQUES

L’examend’ungrandnombredespectresdeRMNfait apparaîtredesfacteursgénéraux
responsablesd’effetsprévisiblesetcumulablessurledéplacementchimique.

15.11.1Effetsdesubstitutionetd’hybridation

Lesimpleremplacementd’unhydrogèneparunrestecarbonéRproduitundéblindagedes
protonsrestants.L’effetatteint0,6ppmlorsqu’onpassedeRCH 3 àCHR 3.Ceteffetpeut
atteindre40ppmenRMN 13C.L’étatd’hybridationdesatomesdecarboneinfluedemanière
encoreplusnettelapositiondessignaux.

Cesvariationssont duesàl’anisotropiedesliaisonschimiques, c’estàdireàlanon
homogénéitédeladensitéélectroniqueautourdesatomesliés, àlaquellepeut s’ajouter
l’effetdepetitschampsmagnétiquesinduitsparcirculationdesélectrons.Ainsilesprotons
éthyléniquessontdéblindésparcequesituésdansunplanappauvrienélectrons. Inverse
ment, lesprotonsacétyléniquessituésdansl’axedelaliaisonCCsont plongésdansun
environnementplusricheenélectronsetsontparconséquentblindés. Quantauxprotons
aromatiques,ilssontfortementdéplacésversleschampsfaiblescar,àl’effetd’anisotropie
précédent,s’ajouteunpetitchamplocalgénéréparle«courantdecycle»,quisesuperpose
auchampprincipal(fig.15.12).
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Figure15.12Effetsd’anisotropieetdechampslocauxinduits.
Laprésencedeliaisons ppp, esttraduiteici sousformedezonesoùonauneffetde
blindage(+)oudedéblindage( −). Lesprotonséthyléniquessontàl’extérieurd’une
sortededoublecônedeprotectionetlesprotonsaromatiquessubissentl’effetdela
circulationdesélectronsdecycledansdeuxvolumestoriques.
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15.11.2Effetsderésonanceeteffetsinductifs

Lesdéplacementschimiquesdescomposésorganiquessont sensiblesàladélocalisation
plusoumoinsgrandedesélectronsdesliaisons.L’écrituredesformesmésomèreslimites
rendcomptedecettedélocalisation(fig.15.13).

O
R

R
C O

R
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C O

R
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R
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unecétone unester
(205ppm) (165ppm)

Figure15.13Effetsderésonancepourlescomposéscarbonylés.
Si oncomparelecarbonyled’unecétoneaveccelui d’unester, onnotequepource
dernierlecarboneestmoinsdéblindéqueceluidelacétonedontlecaractèreestplus
électropositif.EnRMNdu 13Clesignalducarbonyleestvers205ppmpourunecétone
etpourunestervers165ppm.

Ilestdonccompréhensiblequeleseffetsélectroniquesquimodifientlapolaritédesliai
sonsserépercutentsurlesdéplacementschimiques.Letableau15.3illustrel’effetdel’élec
tronégativitédel’halogèneXsurlapositiondusignaldugroupeméthyledanslasériedes
halogénuresd’alkyleCH 3−X.Comparésàlapositiondusignaldesprotonsduméthane,on
observequelesdéplacementsdusignalcroissentdanslemêmesensquel’électronégativité
deX.

Tableau15.3Influencedel’électronégativitéx del’halogènesurd (réf.TMS)

CH3 F(x = 4) CH3 Cl(x = 3,2) CH3 Br(x = 3) CH3 I( x = 2,6)

dH (ppm) 4,5 3 2,7 1,3

dC (ppm) 75 30 10 -30

15.11.3Effetsdivers(solvants,liaisonshydrogèneetmatrice)

Lessolvants,généralementsansatomesd’hydrogène,utiliséspourdiluerlescomposésor
ganiquesétudiésenRMN 1Hou 13C,influencentlapositiondessignaux.Lesolvant,beau
coupplusabondantquelesoluté,conduitaveccedernierdontlaconcentrationestdel’ordre
dequelquespourcents,adesassociationsdontlastabilitédépenddespolaritésrespectives.
Enconséquence, lestablesdecorrélationdoivent préciserlaconcentrationet lesolvant
utilisés.

EnRMN 1H,lapositiondusignalduchloroformedansdesmélangeschloroforme/toluène
passede7,23ppm; (90%chloroforme/10%toluène v/ v.)à5,86 ppm(10%chloro
forme/90%toluène). Cedéplacementversleschampsforts, pourlesmélangesrichesen
toluène,s’expliqueparl’existencedecomplexesdanslesquelsleprotonduchloroformeest
danslazonedeblindagedunoyauaromatique.

LesolvantpourRMNlepluscourantestlechloroformedeutérié(CDCl 3),suffisamment
polairepourdissoudrelaplupartdescomposés.Onutiliseégalementl’acétoned6(C 3D6O),
leméthanold4(CD 3OD),lapyridined5(C 5D5N)oul’eaulourde(D 2O).
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Lorsquelecomposépossèdedesatomesd’hydrogènemobiles, deséchangesD ↔ H
peuventavoirlieuaveccertainssolvants,cequientraînedesmodificationsd’intensitéetde
positiondessignauxcorrespondants.Lesliaisonshydrogènemodifientl’entourageélectro
niquedecertainsprotons,rendantparfoisdifficilelaprévisiondesdéplacementschimiques.

Enfinlesinteractions,entremoléculesvoisines,etlaviscositéagissentégalementsurla
résolutionduspectrevialetempsderelaxationspin/réseau.

15.12STRUCTUREHYPERFINE–COUPLAGESSPIN-SPIN

LesspectresdeRMNcomportentgénéralementplusdesignauxqu’ilyadenoyauxayant
desdéplacementschimiquesdifférents.Celaestdûàcequelechampmagnétiqueexterne
danslequelbaignetouslesatomesducomposéétudiéprovoqueuneorientationdetousles
spinsdesesnoyauxetquel’orientationpriseparunnoyauserépercute,d’unpointdevue
énergétique,auxnoyauxvoisinsparl’intermédiairedesélectronsdeliaisondecetatome.
Cecouplageentrelesnoyauxs’atténuetrèsviteavecladistance.Lescouplageshomonu
cléaires(entrenoyauxdemêmetype), ouhétéronucléaires(entrenoyauxdetypesdiffé
rents)setraduisentpardefaiblesdéplacementsdessignaux. Cettestructurehyperfinedu
spectreapportedesrenseignementscomplémentairessurlecomposéexaminé.Lecouplage
homonucléaireentreprotonsest trèsfréquent, laprésencede 13C, 31Pet 19Fconduisant
aussiàdescouplageshétéronucléairesaveclesprotons.

Cephénomènenedoitpasêtreconfonduavecl’interactionàdistanceentredeuxnoyaux
quiéchangentleuraimantationquandlastructuredelamoléculeesttellequ’ilssontproches
dansl’espace,mêmesiungrandnombredeliaisonslesséparent.C’estalorsl’effetOverhau
sernucléairequisemanifestepardesperturbationsdansl’intensitédessignauxconcernés.

15.13COUPLAGESHÉTÉRONUCLÉAIRES

15.13.1Uncouplagehétéronucléairetypique:lecasdeHF

Lefluorured’hydrogène(HF)estunemoléculesimplequipermetd’observeruncouplage
spin/spinhétéronucléaireentresesdeuxatomes,séparésparuneseuleliaison.

QuandonexaminelespectredeRMN 1Hdececomposé,onobservelaprésencededeux
signauxd’égaleintensité,alorsquelamoléculedefluorured’hydrogènenecomportequ’un
seulproton(H).Àprioriilsembleraitqu’onnedevraitvoirqu’unseulsignal.Laraisonest
lasuivante:

Quandl’échantillondececomposéestplacédanslasondedel’appareil,cecirevientà
plongersimultanémentuntrèsgrandnombredemoléculesindividuellesdefluorured’hy
drogènedanslechampmagnétiqueB 0.SachantqueHetFontchacunpournombredespin
I =1/2,lesmoléculesserépartissentenquatrepopulationsE 1 àE 4,(numérotées1à4)à
l’étatd’équilibrethermique,suivantlesquatrecombinaisonsdespinpossibles:

H—FH —FH —FH—F

B
0 123 4

Figure15.14
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S’iln’yavaitpasd’interactionentrelesnoyauxHetF, lespopulationsE 1− E2 d’une
part,etE 3− E4 d’autrepart,auraientlamêmeénergie.EnRMN 1Honneverraitqu’une
seuleraie(fig.15.14).MaisenréalitéuneinteractionexisteentreHetF.Parrapportàla
situationsanscouplage,undéveloppementthéoriqueconduitàlaconclusionquelesdeux
populationsE 1 etE 2 correspondentmaintenantàdesétatsd’énergiedifférents:ils’ensuit
qu’onobserveundédoublementdelaraiesupposéeprécédemment.Ilnefautpasfournir
toutàfaitlamêmeénergiepourpasserdeE 2 àE 3 etdeE 1 àE 3.L’orientationdespinprise
parl’atomedefluorserépercutedoncsurl’énergiedelatransitionobservéeenRMN 1H.
Lespectredececomposécomporteradeuxraiescorrespondantauxtransitionsrepéréessur
lafigure15.14.

J/2 J/2

J=615Hz

1



2

B0

E

0

+J/4

+J/4

-J/4

-J/4

H F

H

H F

F

F

H

H F

21

E3

E4

E1

E2

1

2

3

4

Figure15.15DiagrammedecouplagedelamoléculeHFenRMNduproton.
Situationdeprincipedansl’hypothèseoùiln’yapasdecouplageavecl’atomedefluor
etsituationréelle.Lesvaleursn1 etn2 diffèrentdelavaleurdeJ(Hz).

Lesconstantesdecouplage, expriméesenhertzsontaccessiblesàpartirduspectrede
RMN.EllessontdésignéesparlalettreJavecenindicelanaturedesdeuxatomesconcernés
etenexposantlenombredeliaisonsquiséparentcesatomes.Danslecasétudiéonécrira:

1 JFH = 615Hz

Lesorientationsdespindufluor, dont lafréquencederésonanceest trèséloignéede
celleduproton,neserontpasperturbéesparlarésonancedesprotons:dansunchampde
2,35T, 1Hrésonneà100MHztandisque 19Frésonneà94MHz. Lesdeuxraiesde 1H
sontdistantesde615Hz, quellequesoitl’intensitédeB 0. LespectredeRMNdu 19Fde
cettemoléculeconduiraitàunspectreayantlemêmeaspect.Onobserveraitégalementdeux
signauxdistantsde615Hz,duscettefois,aucouplageavecleprotonsuivantl’uneoul’autre
desdeuxorientationschoisies.

Lorsquelenombredeliaisonsséparantlesatomesconcernésaugmente, lescouplages
diminuenttrèsvite,àmoinsqu’iln’existedesliaisonsmultiples(doublesoutriples)aptesà
propagerl’effetdespinparlesélectrons p desliaisons.

15.13.2Couplageshétéronucléairesenchimieorganique

Laprésence, auseind’unemolécule, d’atomestelsque 13C, 1Hou 19Fquipossèdentun
nombredespinde1/2,estàl’originedenombreuxcouplageshétéronucléaires,misàprofit
pourfairedesétudesdestructures(fig.15.15et15.16).
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1
J =32Hz
CD

80 78 76 74ppm

Figure15.16Spectre13CduCDCl 3 montrantlecouplage1JCD.
Lestroissignauxdecespectreontpouroriginelecouplagehétéronucléaireentrele
13Cetl ’atomededeutérium2H(ouD),(couplage 1JCD = 32Hz).Ledeutériumayant
unnombredespinde1, il yaeneffettroispossibilitéspour m : −1, 0, +1, cequi
conduitautriplet.Lestroiscomposantessontd’égaleintensitéparcequ’il n’yaqu ’un
seulatomededeutérium.Surpratiquementtouslesspectres13Cutilisantcesolvanton
reconnaîtcetriplet,quisesuperposeauspectreducomposéétudié.

ppm

H

CH

H

C

O

C

H

F

H

«spectreduproton»

«spectredufluor»

Figure15.17SpectresdeRMNdelamonofluoroacétone.
Unexempledecouplagehétéronucléaire.Enhaut:spectreduproton.Laprésencede
l’atomedefluorconduitàundoubletpourleméthyle( 4J = 4,1Hz)ainsiquepourle
CH2 (2J = 47,5Hz).Enbas:spectredu 19F. L’uniqueatomedefluordecettemolécule
conduitàuntripletavecleCH 2 etàunquadrupletavecleméthyle.Lesignalrésultant
estdoncuntripletdequadruplets.Ens’aidantdutableau15.1onpourracalculerles
constantesdecouplagesetvérifierainsi qu’ellessontidentiquespourles2spectres
(l’échelledesdéplacementschimiquesestpositionnéeparrapportàFSiCl3).
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15.14COUPLAGESHOMONUCLÉAIRES

Lamultiplicitédessignauxquirésultedecouplageshétéronucléairesestsouventobservée
entredesatomesvoisinsd’unmêmeélémentsileursdéplacementschimiquessontdiffé
rents.

15.14.1Systèmesfaiblementcouplés

Lesnoyauxsontditsfaiblementcouplésentreeux,quandlesconstantesdecouplagesont
beaucouppluspetitesquelesdifférencesdedéplacementschimiquesdesnoyauxconcernés
(aprèsconversionenHz). Legroupement éthyledelabutanone(fig. 15.1)illustrecette
situation.Legroupementéthyle(cinqprotons—3et2faiblementcouplésentreeux)està
l’originedestroissignaux(untriplet)vers1,1ppmetdesquatresignaux(unquadruplet)
vers2,5ppm.Lesdéplacementschimiquesrepéréssurlespectrepermettentd’enattribuer
l’origine(tabl.15.5).LetripletestdûauCH 3 del’éthyleetlequadrupletauCH 2 voisin.
Lesintensitésrelativesdescomposantes,auseindechacundecesmultiplets,sedéduisent
desloisdelastatistique(fig.15.17ettabl.15.4).

lesdeuxprotonsdu-CH-
2

lestroisprotonsdu-CH 3

lesdeuxprotonsduméthylène
sontinfluencésparlestroisprotons
duméthyleetréciproquement.

Sensdesénergiescroissantesdeladroiteverslagauche

1 2 3

1 2 3

1 2

1 2

1 2

1 2
1 2 3

1 2 3

1 2 3

1 2 3 1 2 31 2 3

quadruplet triplet

B
0

Figure15.18Représentationdesdifférentsétatsdespindes5protonsd’ungroupementéthyle.
Surunemêmerangéesetrouventréunieslesétatsdespinproduisantlemêmeeffet
surlesnoyauxvoisins. L’échantilloncomportantuntrèsgrandnombredemolécules
identiques,celles-ciserépartissentenplusieurspopulationsdonnantchacuneunsignal
pondérécommelenombred’étatsparrangéedeceschéma.

Enrèglegénérale,pourlescouplagesfaibles,sinnoyaux(nombredespinI),plongés
danslemêmeenvironnementmagnétique,influencentdemanièreidentiqueunouplusieurs
noyauxproches, lesignaldecesderniersseraforméde2nI+1signauxrégulièrement
espacés—(n+1)signauxdanslecasoùI = 1/2.Lesintensitéssont,entreelles,commeles
valeurssuccessivesd’unemêmelignedutriangledePascal(tabl.15.4).Maissiungroupe
deprotonsestsoumisàl’effetdenoyauxvoisinspourlesquelslesdéplacementschimiques
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etlesconstantesdecouplagesnesontpasidentiques,l’approximationprécédenten’estplus
applicable:lamultiplicitédessignauxetl’intensitédesraiesnepeuventsedéduireaussi
simplement.

NomenclaturedessystèmescouplésenRMNdu 1H.L’interprétationduspectred’une
moléculecomportant beaucoupd’atomesd’hydrogèneest facilitéelorsqu’onpeut recon
naîtredessousensemblesdesignauxcorrespondantàdessituationsclassiques.Ilestd’usage
derepérercescasparticuliersaumoyend’unenomenclaturefaisantappelàdeslettresde
l’alphabet,choisiesenrapportavecledéplacementchimique(fig.15.18).Lesprotonsdont
lesdéplacementschimiquessontidentiquesoutrèsproches, sontdésignéspardeslettres
identiquesouvoisinesdel’alphabet (AB, ABC, A2B2 etc.). Lesprotons, dont lesdépla
cementschimiquessont fortement différenciés, sont désignéspardeslettres, tellesA, M
etX.

ABC...M...X

 (ppm) 0

TMS

C
H2

CH3

O

Cl

H

H

H

H3C

A2X3

A3

AMX

Figure15.19Nomenclaturedesspectres.

Lespectre 1Hdela3-chloro4-méthylpropiophénonepeutêtrevucommerésultant
delasuperpositiondessignauxdeplusieurssous-ensemblesindépendants,facilement
reconnaissables.Ainsilegroupementéthyle(commel’éthoxyle)constitueunsystème
A2X3 ;lesprotonsdel’éthanalsontunsystèmeAX 3 tandisqu’ungroupevinyleseraun
systèmeABC,AMXouABXsuivantl’exempleétudié.

Tableau15.4TriangledePascaletsonapplicationàlaRMNpour I = 1/2.

HydrogènesvoisinsmultiplicitéIntensité

0 singulet 1

1 doublet 11

2 triplet 121

3 quadruplet 1331

4 quintuplet 14641

5 sextuplet 15101051

6 septuplet 1615201561

EnRMN 13C, lesconstantesdecouplage 1 JCH étant del’ordrede125à200Hz, il
seproduitsouventdeschevauchementsdesignauxquirendentlespectremoinslisible. Il
est possibletechniquement d’éliminerl’ensembledescouplagesd’avectouslesprotons
(fig.15.19).
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Figure15.20Spectredu13Cdel ’éthylbenzènedécouplédesprotons.
Chaqueatomedecarbonedonneunseulsignal,chaquecarboneétantalorsreprésenté
parunsingulet.Cesspectresdécouplés«largebande»,plussimples,donnentmoins
d’informations.

15.14.2Systèmesfortementcouplés

90MHz

400MHz

ac bd

H

H

H
H

O

CO2H

O

CH3

d

c

b

a

8 7,2ppm

solvantCDCl3

solvantCDO6 6

Figure15.21Spectresdes4protonsaromatiquesdel’aspirine.
Lafigurereproduitlespectred’unéchantillond’aspirine,obtenusurdeuxappareils,l’un
fonctionnantà90(solvantCDCl3)etl ’autreà400MHz(solvantC 3D6O).Lasensibilité

delaRMNcroîtcomme B3/2
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Lorsquelerapport Dn/ Jest petit, lesprotonsdeviennent fortement couplés. Lesin
tensitésdesmultipletssont alorstrèsperturbées. Il apparaît denouvellesraiesditesde
combinaisonquirendentplusdifficilesl’interprétationdesspectrescorrespondants. C’est
unedesraisonsdudéveloppement desappareilsfonctionnant àdesfréquencesélevées
(300 → 750MHz),utilisantlesaimantssupraconducteurspourobtenirleschampsmagné
tiquesnécessaires.Etantdonnéque Dnestproportionnelàlafréquencepropredel’appareil,
alorsqueJdemeureconstant,lesrapports Dn/ Jaugmententetonobserveànouveaudes
systèmesfaiblementcouplés(fig. 15.20). Cependantd’autresphénomènesviennentcom
pliquerlesspectreslorsquelafréquencedépasse600MHz.

LesystèmeAB.Quandladifférencedefréquencederésonanceentredeuxprotonsest
comparableàleurconstantedecouplageJ,onsetrouveenprésenceduplussimpledes
systèmesfortementcouplés.Cesystèmecomportetoujoursdeuxgroupesde2signaux,ces
derniersséparésdeJHz, maislesintensitésnesontpluségalesetlesdéplacementschi
miques,quinepeuventplusêtrelussurlespectre,doiventêtrecalculésàpartirdesrelations
indiquéessurlafigure15.21.

a

c

b

d

J J

m

n

A

A

A

A

A

0

0 0

0

B

B

B B

B

Figure15.22CaractéristiquesdéfinissantunsystèmeAB.
a-d) Modificationgraduelled’unsystèmededeuxprotonscouplés, àmesurequela
valeurdurapport Dn/ J diminue.Aspecttypiqueetformulesutiliséespourl’analyse
d’unsystèmeAB.

15.15DÉCOUPLAGEDESPINETSÉQUENCESPARTICULIÈRES

LesappareilsdeRMNdisposentdenombreuxperfectionnementspourfaciliterl’interpréta
tiondesspectres.C’estainsiqu’ilestpossibled’annulerl’effetd’uncouplageexistantentre
noyauxvoisins.Cedécouplagedespinreposesurlefaitqu’unnoyauenétatderésonance
neconservepaslemêmeétatdespinaucoursdutemps.Ilestenquelquesortedéboussolé!
Sonbasculementininterrompuetsurtouttrèsrapideentresesdifférentsétatsinduituneffet
globalmoyensurlesnoyauxvoisins.
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Danslapratique,pourmeneràbienuneexpériencededécouplagedespin,oncommence
parenregistrerlespectredanslesconditionsnormales.Ensuite,onréenregistrelespectre
toutenirradiantàlafréquencederésonancedu(oudes)noyau(x)quel’onveutdécoupler,
àl’aided’unsecondémetteurderadiofréquenceajustable(fig.15.22).Onutilisecettetech
niquededoublerésonancepouridentifierlesnoyauxcoupléslorsquel’interprétationdu
spectrenormalnesemblepasévidente,enparticuliers’ilfaitapparaîtreunesuperposition
designaux.

a b

3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5ppm 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5ppm

Figure15.23Expériencededécouplagedespinsurlabutanone.

Modificationduspectreduproton( 1H) par: a) irradiationduCH 2 à2,47ppm; b)
irradiationduCH3 (del’éthyle)à1,07ppm.Compareravecl’enregistrementdelabu-
tanone(fig. 15.1).Pouruncomposésimpletel quecelui-ci, cetyped’expériencen’a
qu’unintérêtillustratif.Parcontreuneexpériencededoublerésonancepermettraitde
détermineravecprécisionlesdifférentscouplagesdel’aspirine(fig.15.20).

LaRMNpartransforméedeFourieràhautschamps(B 0 = 17,6Tpourl’étudedu 1H
à750MHz)aconsidérablement étendulespossibilitésdelaméthodegrâceàlavitesse
d’acquisitionetdecalculdesspectres.Parmilespossibilitésclassiques,ontrouvelaspec
troscopiemultidimensionnelle(RMN2Dou3D)etdenombreusesexpériencesquireposent
surl’envoideséquencesparticulièresd’impulsions,grâceauxquellesonpeutaccéderaux
tempsderelaxationdesnoyaux,résoudrelesproblèmesliésàdessuperpositionsdesignaux
etdéduiredenombreuxrenseignementsstructuraux.Pourlesbiopolymères,laRMNbiet
tridimensionnelleconduitàdesrésultatscomparablesàceuxdelaradiocristallographie;
ellepermet,enoutre,d’accéderàlaconformationdesmoléculesdansleurmilieunaturel.

Imageriederésonancemagnétique(IRM).LaRMNduprotonpeutêtreexploitéepour
obtenirdesimagesdetout matériaucontenant desatomesd’hydrogène, depuislesorga
nismesvivantsjusqu’auxcouchesgéologiques.CetimportantdéveloppementdelaRMN,
dontlepionnieraétéR.Ernst,prixNobeldechimieen1991,estappliquéaudomainemé
dical,souslenomd’IRM.Ils’agitd’unetechniquequipermetunexamennontraumatique,
adaptéauxtissusmoussansavoiràypénétrer.Levolumeexaminédoitêtreplacédansle
champmagnétique,cequiexigelafabricationdetrèsgrosaimantssupraconducteurspour
lesappareilsditscorpsentier.Lesignaldesprotonsdel’eauestleplusfacileàobservercar
lestissusbiologiquesencontiennentenviron90%(unindividude70kgcomporte50kg
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d’eauet13kgdecarbone).Dansd’autrescasonrepèrelesignaldesCH 2 destissusgrais
seux.L’imagefinaleestuneprésentationcartographiquedelarépartitionenintensitéd’un
mêmetypedesignal,lecontrasteétantreliéauxvariationsdestempsderelaxationdespro
tonsdansleplanchoisi.ParmilesdifficultéstechniquesspécifiquesàcetteméthodedeRMN
tridimensionnelle, figurelafocalisation(ousélectivitéspatiale)c’estàdirel’obtentiondu
signalissud’unvolumequasiponctuelàl’intérieurd’unobjet.

15.16COUPLAGECLHP/RMN

LecouplageCLHP/RMNconstitueunchallengequandonsaitquelatendanceàlaminia
turisationdelaCLHPs’accompagned’unediminutiondesquantitéschromatographiéeset
queladétectiondessignauxderésonanceestpeusensible.Pendantlongtempsonadonc
cruimpossiblelaréalisationdeméthodescoupléesentandemaveclaRMN. L’enjeuest
cependantimportantprincipalementenrecherche,laRMNétantlatechniquequiapportele
plusd’informationsstructuralessurlescomposésorganiques.

Les appareils ont fait maintenant suffisamment deprogrès pour quelecouplage
CLHP/RMNduprotondevienneuneréalité(fig.15.23).

RMN

CLHP

lignedetransfert
CLHP/RMN
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Figure15.24Enregistrementobtenuaucoursd’uneexpérienceCLHP
coupléeàunedétectionpar RMN1H.

Séparationdedeuxdipeptides(5mgchacun)avecidentificationdessignaux.Pourplus
declarté, lespicsdessolvantsvers2et5ppm(acétonitrileeteau)ontétéé liminés
(selonSweederetal.,Analyt.Chem.,1999,71(23),5335).

Leprincipeconsisteàfairepasserlaphasemobileaprèssortiedudétecteurduchroma
tographedansunemicrocelluleàcirculationplacéedansl’appareildeRMN.Sansinter
rompreledébit(techniqueonflow)onenregistreaucoursdutempsungrandnombrede
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spectresdeRMNqu’ilestpossibleensuited’étudierpourreconnaîtrelanaturedescom
posésélués.Cependantsilaquantitédecomposéesttropfaibleilfautpouvoirinterrompre
momentanémentledébitdelaphasemobile(techniquestopflow)afind’accumulerdescen
tainesdebalayages(scans)pouraccroîtrelerapportsignal/bruitduspectrecorrespondant.

15.17RMNDUFLUORETDUPHOSPHORE

Lefluoretlephosphoresontlesdeuxhétéroatomes,ausensdelachimieorganique,quiont
étéleplusétudiésparRMNaprèsl’hydrogèneetlecarbone.

L’élémentfluor,constituépar100%de 19F(I = 1/2),estàcomparerauproton 1Hpour
sabonnesensibilité.Sonélectronégativitéétantsupérieureàcedernier(4aulieude2,1),
l’étenduedesdéplacementschimiquesest beaucoupplusgrande(fig. 15.24). Parconsé
quent,enRMN 19F,ildevientpossiblededistinguerdescomposéschimiquementtrèssem
blables. Enparticulier, lesdifférencesduesàlastéréochimiedesmoléculesétudiéessont
importantesetlesconstantesdecouplageJ FH peuventsemesurersurdeplusgrandesdis
tancesquelesJ HH (fig.15.15).

Enrevanche,relativementpeudemoléculescontiennentdesatomesdefluor.Lesspectres
deRMNdufluorsontdoncgénéralementobtenussurdescomposésdanslesquelsonavo
lontairementintroduitparmodificationchimiquecetatome(ouungroupementCF 3)enune
positionconnue,afindedéduiredesrenseignementsstructurauxàpartirdesperturbations
apparues. L’atomedefluorprovoqueundéplacement chimiquecomparableàcelui d’un
groupementOHmaispeudemodificationsstériquesdanslamoléculecarlesrayonsdeVan
derWaalssontcomparables:1,35aulieude1,1Angströmpourl’atomed’hydrogène.

Lephosphore( 31P, I = 1/2)autreélémentcommundontunseulisotopeexisteàl’état
naturel,aétéétudiédepuisl’originedelaRMN,tantparcequesasensibilitéestgrandeet
qu’ilrentredanslacompositiondenombreuxcomposésimportantsenbiologie.

échellesdonnéesenppmparrapportauxcomposésservantderéférence

227 140 36 0  238  300

PH3
MePO3

(MeO)P3PBr3

+250

31
P

HPO(85%)
34

+200 162 0  64  163  200  272  300

19
F

WF6

CFCl
3

PhCF3
CF66 F- MeF

Figure15.25PositionsdequelquessignauxenRMNdufluoretduphosphore.
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15.18RMNQUANTITATIVE

BienquelaRMNsoituneméthoderéservéeaudomainedel’analysestructurale, parla
qualitédesrenseignementsqu’elleapporte,ellesertaccessoirementàétudierlacomposi
tiondemélanges.Cetteapplicationestpossiblesilessignauxchoisispourrepérerchaque
constituantontdesairesquipeuventêtremesuréesséparément.Lasensibilitéetlaprécision
varientsuivantletypedenoyau,maislaméthodeestintéressantedanslamesureoùilest
possibledefairedesanalysessanspréparationcompliquéenidestructiondel’échantillon,
sansrisquedepollutiondel’appareiletàladifférencedebeaucoupd’autresméthodes,telle
lachromatographie,sansprocéderàuneétapedenormalisationpréalable.

Ensynthèseorganique,laRMNduprotonpermetdecalculerlesrendementsdesréac
tionseffectuées. Enfinl’industrieutilisedesanalyseurs«basserésolution»baséssurla
RMNduproton 1Hpoureffectuerdenombreuxdosagesdel’eauetdesmatièresgrasses
dansledomainedel’analyseagroalimentaire,lemédicaletl’industriedespolymères.

15.18.1Mesuredesaires–applicationàundosagesimple

Lesairesdessignauxdesspectrespeuventêtredonnéessousformedevaleursnumériques
ou,pourlesappareilsplusanciens,àpartirdelacourbed’intégrationtracéeensuperposi
tionduspectre(fig.15.1).Pourleprotonlaprécisiondesairesnedépassepas1%,même
enprenantsoind’utiliser,aveclesappareilsàondecontinue,unevitessedebalayageassez
lente.EnRMN 13C,ilestpréférabled’ajouterunagentderelaxation,pouréviterlephé
nomènedesaturation,liéauxtempsderelaxation,quialtèrelesintensitésdessignaux.À
partirdesrapportsmolairesauxquelsl’examenduspectrepermetunaccèsquasiimmédiat,
ilestpossibledepasserauxconcentrationsmassiques.

Considéronsunéchantillonconstituéd’unmélanged’acétoneAetdebenzèneBdilué
dansCDCl 3 commesolvant.OnobservesurlespectreRMN 1Hdecemélangedeuxsignaux
à d = 2,1ppm(acétone)et à d = 7,3ppm(benzène), parrapport auTMS. Cespectre
correspondàlasuperpositionpondéréedesdeuxspectresindividuels(fig.15.25).

3 287654 1 0  (ppm)

B A TMSSA
S
B

Figure15.26SpectredeRMN 1Hd ’unmélanged’acétone(A)etdebenzène(B).
Si SA = 111etS B = 153(unitésarbitraires),ontrouvera, sachantqueM A = 58et
MB = 78g ·mol−1,C A = 35%etC B = 65%enmasse.

Danscecasparticulieroùlesmoléculesdesdeuxcomposésontchacunesixprotons,le
rapportdesairesdesdeuxsignauxestreprésentatifdurapportn A/ nB desnombresrespectifs
demoléculesdeAetdeB(onadmettraquelesfacteursderéponsesontégauxpourAetB).

EndésignantparS A l’airedusignaldel’acétoneetparS B celledubenzène,onaura:
nA

nB
=

SA

SB
(15.11)
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EnappelantC A etC B lesconcentrationsexpriméesenpourcentagesmassiquesdeAet
deB,dontlesmassesmolairessontM A etM B,etsachantquecemélangenecontientque
cesdeuxconstituants,onécrira:

CA +C B = 100

et
CA

CB
=

nA ·MA

nB ·MB
(15.12)

ou,enfaisantintervenirlarelation15.11:

CA

CB
=

SA ·MA

SB ·MB
(15.13)

soit,aprèscalculs,

CA = 100· SA MA

SA MA +S B MB
et CB = 100· SB MB

SA MA +S B MB
(15.14)

15.18.2Échantillonsconstituésdecomposésidentifiables

Uncasplusgénéralestceluioùlesignal(oulessignaux)sélectionné(s)pourchaquecom
poséàdosernecorrespondpasglobalementaumêmenombredeprotons,soitparcequeles
moléculesn’ontpaslemêmenombretotaldeprotons, soitparcequeseuleunepartiedu
spectredechaquecomposéaétéchoisiepourl’identifier.

Supposons,parexemple,quelesignalsélectionnépouruncomposéAcorrespondeàa
protonsetlesignalchoisipouruncomposéB, àbprotons(AetBnereprésentantplus
l’acétoneetlebenzènecommecidessus).Quandonenregistrelespectred’unmélangede
Aet deB, chaquepetitemoléculevraiedeBconduit àuneréponsedont l’intensitéest
différentedecelled’unemoléculedeA.Lesrelations15.14resterontvalablesàcondition
d’entenircompte.Ondiviseradoncchaqueairesélectionnéeparlenombredeprotonsqui
enestàl’origine,afindenormaliserlesairesàcellesd’unseulproton,pourAoupourB.
Enremplaçant SA et SB parlesairesainsicorrigées, SA/ aet SB/ b, lesdeuxexpressions
précédentesrestentvalablesetdeviennent:

CA = 100·

SA

a
MA

SA

a
MA +

SB

b
MB

et CB = 100·

SB

b
MB

SA

a
MA +

SB

b
MB

(15.15)

Laformule15.15peutêtreadaptéeaucasd’unnombrequelconquedeconstituantsvisibles
surlespectre.EnutilisantlesdescripteurstelsA,B,..Z,etenrepérantchaqueconstituant
paruneairespécifiqueS i deiprotonspourleconstituantI,onaboutitàlarelationgénérale
15.16donnantle%massiquedechacund’eux:

CI = 100· (S I / i) ·MI

(SA/a) ·MA +(S B/ b) ·MB + ··· +(S I / i) ·MI + ··· +(S Z / z) ·MZ
(15.16)
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Enrelationaveccetypedecalcul,laRMN 1Hsertfréquemment,enchimieorganique,
deméthodepourétablirlerendementd’uneréactionA → B.Pourcelaonidentifie,surle
spectreduproduitbrut, aprèsréaction, unsignalappartenantauproduitformé(B)etun
signalappartenantaurestedeproduitdedépart(A), LerendementdeBparrapportàA
s’écrira,aveclesnotationsprécédentes:

R = 100· SB

b
/

SA

a
+

SB

b
(15.17)

15.18.3Méthodedustandardinterne

EnRMN, il n’est pasindispensablepour quantifier uncomposédansunmélange, de
connaîtrelanaturedetousceuxquisontprésentsoud’identifiertouslessignauxduspectre.
Ilsuffit,eneffet,derepérerunsignalappartenantaucomposéauquelons’intéresse.

Souventils’agitdecalculerlaconcentrationd’unseulcomposédansunéchantillon.
Supposonsqu’onveuilledoserlecomposéX(M = MX )dansunéchantillonE.Avant

d’enregistrerlespectreonprélèveP E mgdecetéchantilloncontenantleproduitX,auquel
onajouteunequantitédep R mgducomposéR(M = MR),àusagederéférenceinterne.
Cecomposéestchoisidemanièrequelesignalservantd’indicateur,n’interfèrepasavecle
signalchoisipourlecomposéX(fig.15.26).EnsuiteonrepèresurlespectredeRMNdu
mélangecontenantlaréférenceinterne:
 unsignalappartenantaucomposéX(aireS X pourxprotons),
 unsignalappartenantaustandardR(aireS R pourrprotons).

X

3 287654 1 0  (ppm)

TMS

SXSR

Ref.

Figure15.27Schémareprésentantl’aspectduspectre
d’unéchantillonauquelonaajoutéuncomposéderéférenceR.

LesignalX appartientaucomposéàdoseretlesignalRef.,austandardinterne.

Endésignantparn X / nR lerapportmolairedeXetdeR,onécriracommeprécédem
ment:

CX

CR
=

nX

nR
· MX

MR
(15.18)

Sachantque:
nX

nR
=

SX / x
SR/ r

(15.19)

ConsidérantquelaconcentrationC R ,expriméeen%massiquedeR,estégaleà:

CR = 100· pR

PE +p R
(15.20)
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onendéduiralaconcentrationen%massiquedeX,soitC X :

CX = 100· pR

PE +p R
· (SX / x) ·MX

(SR/ r) ·MR
(15.21)

15.18.4Méthoded’ajout

Cettedernièreméthodepeutêtreamélioréeenfaisantplusieurssolutionsétalonscontenant
àlafoisl’échantillonetdesquantitéscroissantesducomposéàdoser.Apartirdesspectres
deRMNcorrespondantsàcessolutions,ontraceladroitederégressionsimplereprésen
tantl’airedusignalsélectionnépourledosage, enfonctiondelaquantitéajoutée, portée
surl’axedesabscisses. L’intersectiondeladroiteaveccetaxeconduitàlaconcentration
cherchée(fig.15.27).

concentrationenajout
danslasolutionstandard

X

0 2 4 6 8

SX

CX

Figure15.28Tracéobtenuparlaméthoded’ajouten RMN.
Laconcentrationcherchéecorrespondausegmentd’abscissedélimitéentrel’origine
desaxesetl’intersectionavecladroited’étalonnage.

Ladifficultédecetteméthodeestdemaintenirlastabilitéetlasensibilitédel’appareilde
RMNpendanttoutletempsnécessaireàlaréalisationdesenregistrementssuccessifs.

15.19ANALYSEURSUTILISANTLARMNIMPULSIONNELLE

LaRMNàtransforméedeFourier, àondepulsée, permetégalementuneautreformede
dosagederoutineencoresousestiméeparlesanalystesdecontrôlequalité.Ainsil’eauet
quelquescomposésorganiques, dontlesmatièresgrasses, peuventilsêtredosésparcette
techniqueàpartirdelaconcentrationenélémenthydrogènedel’échantillon. Lesinstru
mentscorrespondantsnepermettentpasdetracerlespectrehabituelmaismesurentl’in
tensitéglobaleduFIDsitôtaprèslapérioded’irradiation,ainsiquesadécroissancedansle
temps(fig. 15.28et15.29). Lavitesseaveclaquellelesprotonsserelaxentrenseignesur
l’environnementdesatomesd’hydrogène.Ildevientdoncpossiblededistinguerlesprotons
engagésdansuncomposésolide,deceuxqui,aucontraire,fontpartied’unliquide.

Dansledomaineagroalimentaireonpeutainsidéterminer,aprèsétalonnage,laconcen
trationdesconstituantsmajeurs,eauetcorpsgras,d’échantillonsdivers.

Suivantlemêmeprincipe,d’autresapplicationsexistentbaséessurladétectiondesélé
mentsphosphoreoufluor.
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décroissancerapide
typiqued'unsolide

décroissancelente
typiqued'unliquide

0 24 6  (ppm)

intensité

Figure15.29DécroissanceduFIDd’unmélangesolide/liquide.
Ondistinguelamesureabsoluedel’amplitudeduFIDquirenseignesurlaquantitéde
protonsexpriméeenpourcentagedelamassetotale, etlesmesuresrelativesbasées
surT2 quipermettentdedéterminerlepourcentagedesolidedansunéchantillonpar
décompositiondelacourbeenveloppeensescomposantes.

Pourdéterminerlesressourceseneaudusoussol(épaisseuretprofondeurdesnappes
aquifères),lesgéologuespeuventsebasersurlesignaldeRMNdesprotonssoumisautrès
faiblechampmagnétiqueterrestreenutilisantunmatérieladapté(lafréquencedeLarmor
estdequelquescentainesd’hertz).

Ilestpeuprobablequeledondessourciersrésidedansladétectiond’untelsignal!

Figure15.30AppareildeRMN1H basserésolutiondestinéauxanalysesderoutine.
AnalyseurfonctionnantsurleprincipedelaRMNimpulsionnelle,utilisépourquantifier
l’eauetlesmatièresgrassesdenombreuxproduitsagroalimentaires(modèleMinispec,
reproduitavecl’autorisationdelasociétéBruker).
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Figure15.31ÉchantillonsetaimantsdesappareilsdeRMN.

Àgauche, introductionrobotiséed’unéchantillonensolution, placédansun«tube
deRMN»,auseinduchampmagnétiqueproduitparunebobinesupraconductrice
maintenueàlatempératuredel’héliumliquide(reproduitavecl’autorisationdelaso-
ciétéBruker);àdroite,unélectroaimantdegrandetailleprévupourl’introductiond’un
typetrèsparticulierd’échantillon:lecorpshumain(partied’unappareild’imageriede
résonancemagnétiquedelasociétéSMIS).

Figure15.32AppareildeRMNderecherche.
L’aspectcaractéristiquedecesinstrumentsapparaîtsurcettephotographieoùsont
réunisunaimantdetypesupraconducteur(aufond),unearmoirecontenantl’informa-
tiquenécessaireetl’électroniquedecommandeetunpostedetravail pourl’exploita-
tiondesrésultats.ModèleAvance500MHz(reproduitavecl’autorisationdelasociété
Bruker).©
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Tableau15.5Déplacementchimiquedesprincipauxtypes
deprotonsdesmoléculesorganiquesenRMN.

(reproduitavecl’autorisationdelasociétéSpectrométrieSpinettechniques).
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Tableau15.6TabledecorrélationdesfonctionsorganiquesenRMN 13C

100 60 0204080120140160180200220
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aldéhydes

acides

esters

alcènes

aromatiques

hétéro-
aromatiques

hétéro-
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Cquatern.

Ctert.

Csecond.
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QUELQUESSITESSURINTERNET

www.bruker.fr www.jeol.com www.resonance.com
www.hitachi.com www.varianinc.com www.cis.rit.edu/htbooks/nmr

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice15.1
Lestablesdesnucléidesreportentsouventlavaleurdelaprojectiondeleurmomentmagné
tiquenucléairesurunaxeparallèleàB.Ainsipourleproton, mz = 1,41 × 10

−26 J·T
−1.

Retrouverlaconstante gduproton.

Exercice15.2
Calculer, pourT = 300K, lerapportdespopulationsN E1 / NE2 pourleprotondansun
appareildontlechampd’inductionmagnétiqueB = 1,4T.Effectuercemêmecalculpour
unchampB = 7T.
Ondonne: g= 2,6752 × 108 rad·T

−1 ·s
−1.

Exercice15.3

SurunspectredeRMN 1H,1ppmestreprésentéparunintervallede4cmenabscisseavec
unappareilà200MHz.

a) Quelledistanceexistetilentre2signauxquidiffèrentde7Hz?

b)Sachantque gH/ gC = 3,98,quedevientcettedistancepourunspectredu 13Cenregistré
aveccetappareil?

Exercice15.4
a) Calculerledéplacement chimique d enppmd’unprotondont lesignal deRMNest
décaléde220HzparrapportauTMS(lechampd’inductionmagnétiqueduspectromètre
estde1 ,879T).

b)Lesignalderésonancepourunprotonestdécaléde90HzparrapportauTMSlorsqu’il
est mesuréavecunappareil à60MHz. Quedeviendrait cedécalageavecunappareil à
200MHz?

c)Quelsseraientlesdéplacementschimiques( d, ppm)correspondantsdeceprotonavec
l’unetl’autredecesappareils?

Exercice15.5
Sachantquelerapportdesconstantesmagnétogyriques gF/ gH estde0,9413, calculerla
distancequisépareraitleTMSd’unsignaldûàunatomedefluor.Onchoisirapouréchelle
1ppm=2cmsurlespectre(spectromètre 1H,200MHz).
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Exercice15.6
OndisposededeuxisomèresAetBdemêmeformulebruteC 2HCl3F2.
LespectreRMN 1H(appareil60MHz)deAprésenteundoubletdedoubletsà6,2ppm
(J = 70HzetJ = 7Hz)etceluideB,1tripletà5,9ppm(J = 70Hz).
a) Quelleestlastructuredechacundecesisomères?
b)Untroisièmeisomèreestpossible.Décrirequeldevraitêtresonspectredanscescondi
tions.

Exercice15.7
Retrouverlamassemolairedel’aldéhydesalicyliqueàpartirdesdonnéessuivantes:
Aprèsavoirajouté25mgdevanilline(C 8H8O3)à20mgd’aldéhydesalicylique,onenre
gistrelespectredeRMN 1Hdumélange.
Onremarque,surlacourbed’intégration,associéeauspectredeRMN 1Hdecemélange,
queleshauteursdespalierscorrespondantauprotonaldéhydiquedelavanillineetàcelui
del’aldéhydesalicyliquesontchacunesensiblementégalesà20mm.
Données:H = 1,C = 12etO = 16g ·mol

−1.





PARTIE3

Autresméthodes



LESANALYSESDETRACESETULTRA-TRACES

L’analysechimiquemoderneutilisedesinstrumentsdeplusenplussensibles. Plusdela
moitiédesanalysesconcernedesanalytesàdesconcentrationstrèsfaibles,ditesàl’étatde
traceetd’ultratrace.
Lanotiondetraceestenrelationaveclesconcentrationsmassiquescorrespondantes.Par
convention,uncomposéestditàl’étatdetracedansunéchantillonlorsqu’ilestprésentà
uneconcentrationinférieureà1000ppm.Audessousdumg/Loudumg/kg,unanalyteest
considérécommeétantàl’étatd’ultratrace.
Danslesfaits,cesfrontièresnesontpastoujoursaussinettes.Ellesdépendentdel’analyte
etdel’usagedelamatièreanalysée.Cesdeuxtermesreçoiventquelquefoisuneinterpré
tationplussubjective:siunéchantillond’acétoneàusagedesolvant,contient0,1%de
méthanol,ondiraquecedernierestàl’étatdetrace(1000ppm),maiss’ils’agitd’une
eaudeconsommation,onconsidéreraqu’ilyenaunegrandequantité.
Poureffectuercesanalyses,onutilisedesappareilsdontilfautconnaîtrelalimitededé
tection.Celleciestdéfinieparlaconcentrationdel’analytequipermetd’obtenirunsignal
détectableaveccertitude—parexemple3foisl’écarttypedusignaldubruitdefondou
du«blanc».Elles’exprimeenpartiesparmillion(lappmestdéfinieenmasse/masseou
masse/volumeselonlemilieudanslequelsetrouvel’analyte).Silamasseoulevolumede
solutionutiliséparl’appareiletnécessaireàl’obtentiondecerésultatestbiendéfini, la
valeurprécédentepeutêtretransforméeenquantitéabsolued’analyteexpriméeenmasse
ouenfractionmolaire(pico,femtomole,etc.)pourobtenircesignal.Engénéralcesvaleurs
sontexcessivementpetites,carlesappareilsactuelssecontententd’unvolumed’échantillon
trèsfaible.
Àtitred’exemple,sioninjectedansunchromatographe1 mLd’unesolutionà1ppbd’un
analyte(soit1pg),etsilamolepèse100g,celafera10femtomoles!Ondoitdorénavant
s’habitueràcespréfixespeucourantsdefemto(10

−15),atto(10
−18),zepto(10

−21).Ainsi
unezeptomolenecontientque602moléculesvraies.Ons’approchedoncdel’atomeoude
lamoléculeindividuelle—latraceultime.
Ladétectiondesespècesindividuellesestpossibleaveccertainesméthodes. Lesisotopes
radioactifsnousonthabituésàrepérerunseulatome,cequineveutpasdirepourautant
quelasensibilitédesméthodesbaséessurlescomptagesd’isotopesradioactifssoittoujours
meilleurequecelledesméthodesutilisantdesisotopesstables.Ceparadoxes’expliqueen
considérantque,pourrepérerparcomptageunatomeradioactif,ilfautqu’ilsedécompose
pendantletempsdelamesure.Or,silapériodeduradioélémentestlongue,onauratrès
peudechanced’assisteràcetévénement.
Lafluorescence,laSMsontd’autresvoieségalementutiliséespourdétecterlesignalenvoyé
parunemoléculevraie. Silaplupartdesanalysesdetracessefontàpartirdesmêmes
méthodesquepourdoserlescomposésplusabondants,ellesexigent,parcontre,beaucoup
desoin.Plusontraquelesultratraces,pluslesdifficultéssurgissent.Lesrécipientsetles
réactifsdeviennent«pollués»,ilfauttravaillerensalleblanche...Enl’absencedetoutes
cesprécautions,onpourratrouvern’importequoin’importeoù—ilsuffiradesefixerle
choixdel’espèceàtrouver.



Chapitre16

Spectrométriedemasse

Laspectrométriedemasse(SM)désigneuneméthodedecaractérisationdelamatière
quireposesurladéterminationdesmassesatomiquesoumoléculairesdesespècesindivi
duellesprésentesdansl’échantillon.Lesinstrumentscorrespondantssontlesspectromètres
demassequiserépartissentencinqcatégoriessuivantleurconception.Certainsdérivent
desmontagesmisaupointaudébutdusièclepourl’étudedesparticulesoudesatomes
ioniséssoumisàunchampmagnétique, tandisqued’autresfontappelauxseulschamps
électriquestelsles«benchtop»souventplacésenavald’unetechniqueséparative(chro
matographieparexemple). Lesperfectionnementsdecesappareils, leurminiaturisation
ainsiquel’apparitiondenouvellestechniquesd’ionisation,ontfaitdecetteméthodecelle
quialeplusvastechampd’applicationparsapolyvalenceetparsonextrêmesensibilité.
Elleestprésentedansdessecteurstrèsdivers:chimieorganiqueetinorganique,biochi
mie, chimiecliniqueetenvironnementale, géochimie. Ellesertàtoutessortesd’analyses
danslebutdedéterminerlanature, lacompositionetmêmelastructureéventuellement
d’échantillonsdiverspourlerespectdesréglementationsetdansl’industrieengénéral.

16.1PRINCIPEDEBASE

Laspectrométriedemasseest baséesurladéterminationdesmassesdesmoléculesou
atomesprésentsdansl’échantillonétudié. Pourarriveràcerésultat, oncommencepar
transformerunetrèspetitequantitéducomposéàanalyserenionsparunmoyenadapté
(bombardementavecdesélectrons,desatomes,desphotons...).Cesionssontalorssoumis,
sousuntrèsbonvide, àl’actiond’unchampélectriqueet/oumagnétiqueselonlescas.
Lesforcesquis’exercentsurcesionspermettentdedéterminerleurrapportmasse/charge,
doncéventuellementleurnature.

Àtitred’exemple,sil’onionise,parunbombardementd’électrons,unéchantillondemé
thanol(CH 3OH)passéàl’étatdegaz,unepetitefractiondesmoléculesesttransforméeen
espècesporteusesdecharges, parmilesquelleslesionspositifsCH 3OH +. Cesions, for
mésdansunétatexcité,disposentd’unsurplusd’énergiecequiprovoquepourbeaucoup
d’entreeuxleurfragmentationquasiimmédiatement.Tous,cependant,nesedissocientpas
delamêmefaçon,sibienqu’ilseformetouteunecollectiond’ionsdemassesinférieuresà
celledesmoléculesdeméthanoldedépart.D’unemanièregénérale,cesfragments,nésde
coupuresdeliaisonsetderéactionsderéarrangementsubséquentes,sontporteursd’infor
mationssurlamoléculeinitiale(fig.16.1a).
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Lesrésultatssont présentésaumoyend’ungrapheappeléspectredemassesur le
quel figurent lesabondancesdesionsformésclassésparordrecroissant deleurrapport
masse/charge(fig. 16.1). Enopérantdansdesconditionsidentiques, lafragmentationest
reproductibleet decefait, caractéristiqueducomposéétudié. Cedernierest détruit par
l’analyse.

0

50

100
a

b

c

m/z12(3),13(5),14(10),15(41),16(2),
28(12),29(72),30(9),31 ,32(67),33(1)(100)

5 10 15 20 25 30 35 40

72 180,05 180,10 180,15

CHOH
3

mz/

[M-CO]
+

[M-CH]
24

+

180,0933

180,0580

mz/

Figure16.1Spectredefragmentationetspectredemasseprésentés
sousformegraphiqueoutabulaire.

a)Spectredefragmentationduméthanol; b)représentationnonconventionnelledu
mêmespectresousformed’undiagrammecirculaire:statistiquement,pour321ions
formés,ilyena100demasse31u( Da),72demasse29,etc.Lesdiversionsconstituent
autantdepopulationsdifférentes;c)partied’unenregistrementhauterésolutiond’un
composéMprésentantdeuxionsdemassevoisine(l’unparpertedeCOetl’autre
deC2H4).

Leconceptdelaméthodeapparaîtdanslasuccessiond’étapesauxquellesl’échantillon
estsoumis:
 Ionisation:l’échantillonportésousformedegazoudevapeurestionisédanslasource

del’appareil. Denombreuxprocédéssont utilisablespourcettepremièreétape. Àce
stade,toutcomposéformédemoléculesconduitàunmélangestatistiqued’ionsdefrag
mentation.

 Accélération:aussitôtformés,lesionssontextraitsdecettepartiedel’appareil,focalisés
etaccéléréspardeslentillesélectroniques,pouraccroîtreleurénergiecinétique.

 Séparation: les ions sont alors «filtrés »suivant leur rapport masse/ chargepar
l’analyseur,certainsappareilscombinantplusieurstypesd’analyseursensérie.

 Détection:aprèsséparation,lesionsterminentleurcourseenvenantfrapperlecapteur
d’undétecteurdontlesignalestproportionnelauxchargesdesionsreçus.
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 Affichageduspectredemasseissudutraitementdusignalenvoyéparledétecteur.

Laméthodenepermetd’accéderqu’aurapportmasse/chargedesions,m / q. Logique
mentpourcalculerm,ilfaudraitdoncconnaîtreq.Commecesionsportentunechargedu
typeq = ze(ereprésentantlachargeélémentairedel’électronetzunnombreentierpetit),
onditqu’ondéterminemaufacteurzprès.C’estpourquoil’échelleduspectreportecomme
indicationm / z(métantenunitésatomiques).Pourlesmoléculespetitesoumoyennes(M
< 1000),quigénèrentdesions,généralementtousporteursd’unechargeunitaire(z = 1),
l’ordrecroissantenmassesestdonclemêmequeceluidurapportm / z.L’usageadmetalors
degraduerlespectreenunitésdemasseatomiqueunifiée(u).Danslecasgénéralm / zest
enthomsons(Th)unitérarementindiquée.

Lespectredemassepeutcorrespondreàdeuxtypesdetracéstrèsdifférents:
 lespectrecontinu(leprofil)del’intervalledemassessélectionné. Letracécorrespond

àunensembledesignauxenformedepicsplusoumoinslargesselonlaqualitéde
l’instrument (fig. 16.1c). Cespics, répartisenfonctiondeleurmasses, permettent de
déterminerlesmassesdesionsavecuneprécisionquiatteint10

−5 Dapourlesmeilleurs
appareils.Lalimitesupérieureenmasse,enconstanteprogression,dépasse10 6 Da.

 spectredefragmentation(«spectrebarres»oudiagrammeenbâtonnets).Ilcorrespond
àlarépartitiondetouslesionsformés,regroupésauxmassesnominales(cf.tabl.16.1)
lesplusprochesdeleursmassesréellesetprésentéssousformedetraitsverticaux. Le
typed’ionleplusabondantconduitaupicleplusintense, appelépicdebase, auquel
ondonnel’indice100.Lesintensitésdesautrespicss’exprimenten%dupicdebase.
Cettereprésentationgraphiquedesmassesrépartiesenpopulations, dont leshauteurs
sontproportionnellesàleursabondancescorrespondàunhistogramme(fig.16.1a,b).De
telsdiagrammessontfacilesàarchiveretàcomparerenvuedefairedesidentifications.
Cetteprésentationnormalisée, quiconduitautypedetracélepluscourantenanalyse,
acependantpourinconvénientqu’àunemêmemassenominaleilpeutcorrespondredes
ionsdecompositionatomiquedifférente.

L’expression«spectredemasse»nedoitpasprêteràconfusion:l’appareilneconduit
pasàunspectreausensleplushabitueldeceterme,rencontrédanslesméthodesbaséessur
l’interactionentreunéchantillonetdesradiationslumineuses.L’originedecetteexpression
vientprobablementdelaressemblanceentrelesenregistrementsobtenusaveclesappareils
ancienset ceuxdesspectrographesqui permettaient uneexplorationduspectreoptique
dansl’espace.Laspectrométriedemassenefaitpaspartiedesméthodesdespectroscopie
optique.

Laspectrométriedemasseest devenueprogressivement unmoyend’investigationir
remplaçabledescomposésstructurésquel’onrencontreaussi bienenchimieorganique
qu’enbiochimie(notammentenprotéomique).Elles’appliqueégalementàl’analysedela
compositionélémentairedesmilieuxinorganiques(techniqueICP/SM).Ellepermetaussi
l’étudedeséchantillonscomportantdesmélangesmoléculaires,àconditiondeséparerles
composésenamontduspectromètredemasseavecunchromatographeparexemple.Les
couplagesenligneCPG/SMouCLHP/SMfontpartiedesmeilleuresméthodesd’analyse
desmélanges(infimesquantitésd’échantillonscomplexes).
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L’identificationdescomposésmoléculairesparspectrométriedemassepeutsefaireàpar
tirdel’unoudel’autredesdeuxtypesdetracésdespectres.Lapremièreméthodeconsiste
àreconstituerlastructureducomposéàlamanièred’unpuzzle. C’estunexerciced’au
tant plusdifficilequelamasseest élevée. Lesfragmentationssuccessivesdesionssont
complexes. Latâchesesimplifiesiondisposedeplusieursspectresenregistrésdansdes
conditionsdifférentesetdelogicielsd’aideàl’interprétation.Lasecondeméthodefaitap
pelàunespectrothèquerépertoriantungrandnombredespectresdefragmentation,parmi
lesquels,danslecasfavorable,ontrouveralespectreducomposéétudié.

16.2LESPECTROMÈTREDEBAINBRIDGE(1933)

L’idéed’accéderàlamassedesionsenlessoumettantàl’actiond’unchampmagnétique
est àlabased’unmontageancienattribuéàBainbridgevers1930pourétudierlesiso
topes(fig. 16.2). Sonétudeest intéressantecarleséquationsclassiquesqui décrivent le
mouvementdesionsdansleschampsmagnétiquesouélectriquesdecemontagehistorique
sonttoujoursdemisepourcomprendrecommentfonctionneunedescatégoriesactuellesde
spectromètresdemasse.

+

+

+
+

+

filtredevitesse

mv F

B

pompeàvide

source

e–

B

plaque
photographique

Ne++ Ne+

202122 202122
ions

B

F
B

F
E +

Figure16.2SpectrographedeBainbridgeàdéflexionmagnétiquede180◦,
comportantunfiltredevitesse.

Cedernierpermetdes’affranchirdelaquasi-impossibilitéd’avoirdesfaisceauxhété-
rogènesmonocinétiques.Dessind’unenregistrementsurplaquephotographiquedu
spectredunéon. Lesdeuxsériesdetachesrésultentdel’arrachementdeunoude
deuxélectronsauxdifférentsisotopesdel’élémentnéon(m/z:20Ne+, 21Ne+ ·

, 22Ne+ ·
;

20Ne++, 21Ne++, 22Ne++)(1) MaislapaternitédecesmontagesrevientàJ.-J.Thomson
qui,dès1913,prouvel’existencedesisotopesdunéonainsiqu’àAston,pourlesoufre
etlechlore.

(1)Lesymbole + signifiequ’ils’agitàlafoisd’unradical(nombreimpaird’électrons)etd’uncation.
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Danscemontage, lesionspositifscrééssont d’abordaccélérésparunedifférencede
potentielU.Ilsprennentunevitesse v quidépenddeleurmassem(cf.§16.3.1)Cesions
sontalorssoumisàunchampmagnétiquetransversalBresponsabled’unedensitédeflux
magnétiqueB.Cetteorientationduchampnemodifiepasleurvitessemaisprovoqueleur
déviationselondestrajectoirescirculairesdontlerayonestfonctiondeleurmasse.

LarelationfondamentaledeladynamiqueF = m ·a(adésignantl’accélération),appli
quéeauxionsmsurlesquelss’exercelaforcedeLorentzF = q · v ∧ B,permetd’écrire:

a =
q
m

v ∧ B (16.1)

L’orientationdeBesttellequeseulelacomposantecentripèteduvecteuraccélérationa
intervient.Latrajectoiredel’ionestdansunplanperpendiculaireàBetcontenantv.Dece
fait,a = v2/ R,soit,enremplaçantl’accélérationparsavaleura = q ·v· B/ m(oùq = z ·e
estencoulomb, v enm/s, BenTeslaetmenkg):

R =
m ·v

z ·e ·B
(16.2)

Larelationprécédentemontrequelaséparationsefaitsuivantlemomentdesions(leur
quantitédemouvement).Pouraccéderaurapportm / zdesions(16.3),ilfautconnaîtreleur
vitesse v.

m
z

=
R ·B · e

v (16.3)

Pourcelaonutilisait,danslesanciensappareils,undispositifsituéenamontdusecteur
magnétique,appeléfiltredevitesse.

Ensoumettantlesionsàdeuxforcesopposéesparactiond’unchampélectriqueetd’un
champmagnétique,seulsnepouvaientsortirdufiltrequelesionsrestantsurlatrajectoire
centrale.

Larésultantedevantêtrenulle,ona:qE = q ·v· B,sibienque v = E/ B.

ForcedecoulombetformuledeLorentz.Lorsqu’oncréeunedifférencedepotentielde
Vvoltsentredeuxplaquesparallèlesséparéesd’unedistanced,ilapparaîtunchampélec
triqueE(V ·m

−1),uniformesilemilieuesthomogène,etorientéverslesfaiblespotentiels.
OnposeE = V/ d · EdéterminelaforcedeCoulombFquis’exercesurl’ionporteurde
lachargeq, quellequesoitsamasseetplacédanscechamp. F = q ·E(sil’ionestpor
teurd’uneseulechargeélémentaire,q = e = 1,6 × 10

−19 C). LaforcedeCoulombest
indépendantedelavitessedel’ion.

Laforcequis’exercesurunionporteurd’unechargeq,animéd’unevitessevetsoumisà
l’actiond’uneinductionmagnétiqueB,estdonnéeparlaformuledeLorentzquel’onécrit:
F = q ·v ∧ B.Cetteexpression(16.4)estdéduitedelaloigénéraledeLaplacequiexprime
laforceàlaquelleestsoumisunconducteurdelongueurdl,parcouruparuncourantI,dans
uneinductionmagnétiqueB. LadirectiondelaforcedeLorentz(dF = Idl ∧ B)peutse
retrouverpardiversesrecettes,tellelarègledestroisdoigtsdelamaindroite,ouàpartirdes
orientationsd’untrièdredirect.
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16.3ANALYSEURSÉLECTROMAGNÉTIQUESDETYPE«EB»

Lesspectromètresactuelsàsecteurmagnétiquecorrespondentàl’évolutiontechnologique
desmontagestelceluideBainbridge.Ilsconduisentàdesrapportsm / ztrèsprécis,maisils
sontassezvitelimitéspourl’étudedesmassesélevées(difficultéderéalisationd’unsecteur
magnétiqued’unvolumeimportant).Ilscomportentégalement,entrel’accélérateurd’ions
etlesecteurmagnétique(B),unsecteurélectrostatique(E)(fig.16.3).

échantillon

chambre
d'ionisation

accélérateur
d'ions

secteur
électrostatique

analyseur
magnétique détecteurE B

Figure16.3Unappareilconçuautourd’unanalyseurélectromagnétique.
ModèleJMSAX505delaSociétéJeol.Onreconnaîtsurcettephotographie,laforme
caractéristiquedel’électroaimant(secteurmagnétique).Ledétecteurestàl’extrême
droiteetlasourcedel’appareilestaucentredelaphotographie.Danslaconfiguration
représentée,onnoteraégalementquel’appareilestenaval d’uneinstallationdeCPG
(reproduitavecl’autorisationdelasociétéJeol,Japon).

Connuesouslenomdeséparationélectromagnétique,l’utilisationdespectromètresde
masseàl’échellepréparative(calutrons)apermisauxÉtatsUnisd’isoler,en1943,quelques
kgde 235Upourlafabricationdespremièresbombesatomiques(projetManhattan).Cevieux
procédé,quidonneundébitinfimesous10

−3Pa,aétéparlasuite,périodiquementutilisé
jusqu’ànosjours,pard’autrespays.

16.3.1Accélérateurd’ions

Environ5%desionspositifsforméssoitdanslachambred’ionisationsoitenamontdu
spectromètre,selonlaméthoded’ionisationdel’appareil,vonteffectuerleparcoursquiva
lesmenerjusqu’audétecteur.

Lapremièreétapeconsisteàlesaccéléreraumoyendeplusieursplaquesportéesàdes
potentielsnégatifscroissants,latensiontotaleUétantcompriseentre2et10kV(fig.16.4).
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Figure16.4Effetdelatension
accélératricesurladispersion

desvitessesdesionsd’unemêmemasse.
Enadmettant queladispersiondes vitesses
avant accélérationest représentéepar Dv0,
la plage de vitesse aprèsacc élération Dv1
est beaucoupplus petite. (DE1 = DE0 mais
Dv1 Dv0).

Levidedoitêtreexcellent(P < 10
−4 Pa)pouréviterlaformationd’arcsélectriqueset

minimiserlescollisionsentreions.Lesionsporteursd’unechargeq = z ·eacquièrenttous
lamêmeénergiecinétiqueE 1 donnéeparlarelation16.5.Leurvitesseaprèsaccélération
estdoncinversementproportionnelleàlaracinecarréedeleurmassem i (16.6).

E1 = z ·e ·U =
1
2

mi ·v2
i (16.5)

vi =

√
2zeU
mi

(16.6)

Cependantleurvitesseavantaccélérationn’étantpasnulle,leurénergiecinétiquetotale
doittenircomptedeleurénergiecinétiqueinitiale,E 0,faibleetindéterminée:

E(totale) = E1 +E 0 (16.7)

Laprécisiondesmassesobtenuesserad’autantmeilleurequelesionsindividuelsd’une
mêmemasseaurontmêmevitesse. Pourcetteraison, ondonneàlatensionUunevaleur
élevéeafinderestreindrelaplagedevitessepourunemêmeespèced’ions(fig.16.4).

16.3.2Secteurélectrique

Pouraméliorerencorelaprécisiondesmesuresdemasses,lanonhomogénéitéenénergie
précédentevaêtreencoreamélioréeenfaisant passerlesionstangentiellement dansun
secteurconstituépardeuxélectrodescylindriquesconcentriques(fig.16.5).

Laforce,quis’exercesurlesions,nemodifiepasleurénergiecarelleestperpendicu
laireàlatrajectoirecentralederayonR imposé(fig.16.5).Elleestdoncéquivalente,en
grandeur,àF = v2/ R.Enremplaçantleproduitm v2 parsonéquivalentenfonctiondela
tensionaccélératrice(m ·v2 = 2z ·e ·U),onaboutitàlarelation16.8fixantlesconditionsde
passagedesionsdanslefiltreradialdel’instrument.LorsqueEetUvérifientcetteexpres
sion,seulslesionsayantl’énergieacquisesousl’effetdelatensionUsuivrontlatrajectoire
derayonR etpourrontsortirdufiltre.Cedispositifjouelerôled’unfiltreenénergie.On
montrequ’ilestégalementfocalisateurendirection.Ilredresselestrajectoiresqui,àl’en
tréedusecteur, sontquelquepeudivergentes. ConnaissantladdpVentrelesplaquesdu©
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secteur,distantesded,onpeutaccéderàEetàlacorrélationquidoitêtreappliquéeentre
UetV:

E =
2U
R

=
V
d

(16.8)

16.3.3Analyseurmagnétique

DanslaconfigurationdutypeEB,ontrouveàlasuitedusecteurélectrostatiquel’analyseur
(ousecteur)magnétique. Lesappareilssepartagent entrelemontageNierJohnsonpour
lequel lacourbureimposéeauxionsparlechampmagnétiqueest demêmesensquela
courburedueausecteurélectrostatiqueetlemontagedetypeMattauchHerzogoùcesdeux
courburessontopposéesendirection(fig. 16.5). Danscederniercas, si l’analyseurma
gnétiqueaunegéométrieadaptée,lemontagedevientfocalisateurpourtouteslesmasses
simultanément, conditionnécessairepourlesspectromètresàplusieursdétecteursprévus
pourl’étudedesrapportsisotopiques.Enéliminantlavitesse v,parcombinaisondesrela
tions16.2et16.5,onaboutitàlaformulededéflexion(16.9)desappareilsàsecteurmagné
tique:

m
z

=
R2 B2e

2U
(16.9)

SeulslesionsayantsuivilatrajectoirederayonR,correspondantàlacourburedutube
guidedel’appareil,pourrontêtredétectés.Pourobtenirlespectredemassedansl’intervalle
choisi, l’appareil modifieprogressivement ladensitédefluxB. Touslesions, quel que
soitm / z,suiventtouràtourl’uniquetrajetquiaboutitaudétecteur.Untelbalayageexige
environ1 / 10 e seconde.

L’interdépendancedemetUestàlabased’uneméthodecomparativededétermination
précisedesmasses,connuesouslenomdepeakmatching.Pourcelaoncoinjecteavecle
composéX,àl’originedel’iondontonveutdéterminerla«masseexacte»,uncomposé
perfluoré,dontonconnaîtavecunegrandeprécisionlesmassesdesionsdefragmentation.
Onchoisitcommerepèreuniondontlamasseestvoisinedecellequel’onchercheàdéter
miner(àtitred’exemple,pourunemassedel’ordrede200u,onprendral’ionC 4F8 dontla
masseestde199,9872uetpourlesmassesprochesde12,onseserviradupicducarbone
12, quivaut12upardéfinition). Techniquementonutiliseuncomparateurdepicscom
poséd’unoscilloscopeetd’unesériederésistancesdeprécision,pourmodifierdemanière
détournéeU.

mx/ mréf = Uréf/ Ux (16.10)

Lesecteurmagnétiqueencoreappeléprismemagnétiqueest,commelesecteurélectro
statique,focalisateurendirection:unfaisceaud’ionsidentiques,abordantlesecteurmagné
tiqueenF 1 sousunpetitanglededivergence a,estfocaliséenF 2,imagedeF 1. Àchaque
instantseulslesionsd’unemêmemassepeuventsuivrelatrajectoirederayonR(fig.16.5).
CesmontagesEBpermettentgrâceauxdeuxsecteursdecorrigeràlafoislesaberrations
angulaireseténergétiquesdesions(focalisationenénergieetendirection)sanspertede
résolution.Lesdimensionsetlepoidsdel’aimantlimitentl’étudedesmassesélevées.
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Figure16.5Spectromètresdemasseàanalyseurmagnétique.
a)MontagedeNier-Johnson; b)aspectfocalisateurendirectiondusecteurmagné-
tique(lesfacesd’entréeetdesortiesontobliquesparrapportàl’angled’incidencedu
faisceaupourassurerlafocalisation;c)montagedeMattauch-Herzog;d)agencement
deprinciped’unspectromètreàdoublefocalisation(ex.R = 40cmet R = 60cm).

16.4ANALYSEURSÀTEMPSDEVOL(TOF)

Leprincipedesspectromètresàtempsdevol(enanglais, Timeof Flight), reposesurla
relationentremasseetvitessedesions.L’instrumentmesureletempsnécessaireauxions,
formésparunprocédéimpulsionnel,pourparcourirdanslevideunedistanceLsanschamp
(fig. 16.6). LarelationfondamentaledesappareilsTOFàparcourslinéaires’obtient en
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éliminant v dansl’expressions16.5,sachantqueL = v·t:

m
z

=
2eU
L2 t2 (16.11)

Cettecatégoriedespectromètrespermetd’atteindredesmassestrèsélevées(300kDa).
Pourévaluerlesmassesavecprécision, ilfautmaîtriserladispersionénergétiqueetspa
tialeinitialesdesions.Afinquelesionsdémarrenttousaumêmeinstant,onprovoqueune
ionisationquasiinstantanée(quelquesnanosecondesavecunlaserparexemple), répétée
ungrandnombredefois.Pourneutraliserladispersionénergétiquedesionsd’unemême
masse,beaucoupd’appareilscomportentunréflecteur(fig.16.6).Lesionslesplusrapides
pénètrentplusavantdanslazonedechampdecemiroirélectrostatiqueetsontdoncplus
fortementrepoussésverslecollecteursd’ions.Lesionsd’unemêmemassesontainsirefo
calisés.
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Figure16.6Spectromètreàtempsdevolàparcoursdirectetprincipeduréflecteurd’ions.

1)Échantillonetporte-échantillon;2)dispositifMALDId’ionisation;3et3’)grillesd’ex-
tractionetd’accélération(ddp5000V);4)grilledecontrôle;5)collecteurplanàmi-
crocanaux;6)sortiedusignal.Ledessindubasreprésenteunréflectrondontle«miroir
électrostatique»égaliselestempsdevols(quelquesms) desionsdemêmemassemais
dontlesénergiesinitialesdiffèrent.Leslargeursdepicssontdel’ordrede10

−9 setla
résolutionatteintdésormais15à20000.

Spectromètresàmobilitéd’ions(IMS).Plusieurssociétéscommercialisentdesanaly
seursportatifspourlarecherchedecomposésvolatilsconnus, dansdesdomainesciblés:
produitspétroliers, agentschimiquestoxiqueset militaires, polluants. Cesappareilssont
égalementbaséssurletempsdeparcoursquemettentdesionspoursedéplacerd’unesource
àundétecteur,dansuntubeàpressionatmosphérique(fig.16.7).Ledéplacementdesions
nesefaisantpassousvide,expliquelegrandnombred’applicationspotentiellessurleter
rainaumoyend’instrumentsportables. Cettetechnique, différentedelaspectrométriede
masseàtempsdevolàlaquelleonlacompareàtortquelquefois,correspondenfaitàune
«électrophorèseenphasegazeuse».Auvoisinagedelasource,constituéed’unfilmde 63Ni
(émetteur b

−
),oud’unelampeUV,l’airformedesagrégatsioniques[(N 2)x (H2O)y H]+ et

[(N2)x (H2O)y O2])
−

quivontsefixersurlesmoléculesdescomposésprésents,suivantleur
affinitéélectronique. Cettesorted’ionisationchimiqueconduitàunaérosolquimigreen



16 • Spectrométriedemasse 325

quelquesmillisecondessousl’effetd’unchampélectriquedontonchoisitl’intensité(200
400V/cm)etlapolarité.Lamobilitédesionsdépendnonseulementdeleurmasse,deleur
chargeetdeleurtaille,maisaussidelatempératureetdelapressiond’air.Leseuildedé
tectionpeutatteindreleppb. OndéfinitlamobilitéioniqueK ion dechaquecomposépar
unerelationcopiéesurl‘électrophorèsecapillaire. Enappelant v savitesse, Lladistance
parcouruependantletempst M danslechampE , (E = V / L)onobtientlarelation16.12:

Kion.= v/ E =
L
tM

·L/ V (16.12)

M
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Figure16.7Spectromètreàmobilitéionique.
Lesionssontadmisdemanièrerépétitivedansletubeanalyseurencontrôlantlapo-
laritédelagrilleamont. Exemplesd’enregistrementsobtenusàpartirde3proches
produitspétroliers,montrantainsiqu’onpeutattribuerdesprofilsdifférentsàchacun
d’eux(reproduitavecl’autorisationdelasociétéGASmbH,Allemagne).Lesarméesdes
différentspaysfontbeaucoupappelàcettetechnique.

16.5ANALYSEURSÀFILTREQUADRIPOLAIRE
PARTRANSMISSION

Àcôtédesinstrumentsprécédents,d’autresappareilsmoinsencombrants,auxperformances
plusmodestes,maismoinscoûteuxsesontdéveloppéspourtraiterdesapplicationsn’exi
geantpasdesspectresdegranderésolution.C’estdanscettecatégorie,quesesituentlesap
pareilsàchampélectriqueseul,baséssurl’utilisationdefiltresquadripolairespourtrierles
ions.Cesspectromètres,quiformentlacatégorielaplusrépandue,sonttrèsutiliséscomme
détecteursdemasses(installationscoupléesCPGouCLHP/SMouICP/SM)ainsiquedans
nombred’applicationsindustriellesconcernantl’analysedesgazetdesatmosphèresrési
duellesdanslestechniquesduvide.
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16.5.1Potentieletchampélectriquedansunquadripôle

Unquadripôleestformédequatrebarresmétalliquesparallèles(L = 5à20cm)àsection
hyperboliquedanslapartieintérieureaumontage(fig.16.8).Lesbarresopposées,dontla
distancedecontactestdésignéepar2r 0,constituentdeuxélectrodesportéesaumêmepo
tentielélectriquetandisquelespotentielsentredeuxbarresvoisinessontopposés(ddpU).

O

y

z

x

 U  U

y

x

Figure16.8Représentationd’unquadripôle.
Noterleraccordementdesbarres2à2.Cedispositifmécaniquementsimpleexigeun
usinageprécisdesbarrestailléesenformehyperbolique. Dansbeaucoupdemodèles
lesbarresontlatailled’uncrayonbille.Àdroite,tracéd’uneséried’hyperboleséquipo-
tentiellesdanslapartiecentraledufiltre.

Lepotentiel F entoutpointdel’espaceintérieurauquadripôleapourvaleur,quelque
soitz:

F = U · x2 − y2

r2
0

(16.13)

F estcomprisentre −Uet+U.Pourunmilieuhomogène,lepotentiel F estdoncnul
toutlelongdel’axeoptiqueOz.

L’expression16.13impliquequedanstout planxOylespointsayant mêmepotentiel
sontsituéssurlesbranchesd’unehyperboleéquilatèredontlesasymptotessontlesdroites
y = ±x.Leslignesdechampélectriquesontorthogonalesauxcourbeséquipotentielles,en
chaquepointM xyz del’espaceintérieur.Cechampapourvaleur:

E = − grad F

Lasurfacedesbarresenregarddelapartieintérieureauquadripôleépouselaforme
d’hyperbolesdontlesexpressionsanalytiquessont:

barresx F = +U ⇒ y2 = x2 − r2
0

barresy F = −U ⇒ y2 = x2 +r 2
0

Lorsqu’unionpositifpénètreparlepointOdanslefiltremaintenusousvide,lescom
posantesdesonvecteurvitesse,danslestroisdirectionsxyz,vontdéterminersatrajectoire.
Lazonecentralesecomportecommeunespaceenformedetuyaud’axeOz,dontlaparoi
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peutattirerouaucontrairerepousserl’ionsuivantl’endroitoùilsetrouve.Lesdeuxbarres
chargéespositivementlefocalisentsuivantl’axeOz,correspondantaufondd’unevalléede
potentiel(zonedestabilité),alorsquelesdeuxbarreschargéesnégativement,aucontraire,
ledéfocalisent(apparitiond’unebossedepotentiel,planyOzinstable).

L’imaged’unebillequ’onfaitroulerdanslefondd’unegouttièreenpositionhorizontale
figureassezbienàquoiressembleunevalléedepotentiel.Pourimaginerl’effetd’unebosse
depotentiel, ilfautcettefoisfaireroulerlabillesurledosdelagouttièreretournée:la
trajectoireserainstable.

16.5.2Utilisationd’unquadripôlelinéairecommefiltreàions

OnsuperposeàlatensioncontinueU,unetensionalternativeV RF defréquence netd’am
plitudemaximaleV M (nestdel’ordrede2à6MHzetV M/Ude6).Lestensionsalternatives
sontdéphaséesde p entrelesjeuxdebarres(fig.16.9).

VRF = VM cos(2pnt)(16 .14)
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planyOz,filtrepasse-bas
masse
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Figure16.9Filtrequadripolaire.
Suivantleurmasse,lesionsrépondentplusoumoinsfacilementauxsollicitationsdu
champvariable.Leurduréedeparcoursdoitêtresupérieureàpériodedelaradio-
fréquence.Pourcetteraisonilsentrentdanslefiltreavecuneénergiecinétiquede
quelquesdizainesd’eVseulement.Modèledequadripôleavecpréfiltre(SociétéFisons).
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Aucoursdutemps,enchaquepointàl’intérieurdufiltre,lepotentielcorrespondmain
tenantàlasommealgébriquedesexpressions16.13et16.14:

F xy = [U+V M cos(2pnt)]
x2 − y2

r2
0

(16.15)

Lechamprésultantcomportedoncunepartiefixeetunepartievariable.Danscescondi
tions,lesions,quipénètrentenOdanslequadripôle,sontsoumisàuneforcevariableen
intensitéetendirection.Ilsvontsuivredestrajectoirescomplexes,tridimensionnellesgéné
ralementinstables,enformed’hélicedetirebouchon,quivonts’acheverenvenantfrapper
l’unedesbarres.

Pourobtenirleséquationsdumouvementd’union,ondoitcalculerlesforcesF x ,F y etF z

quis’exercentsurlui(équationsdeMathieu).Cescalculsétantcomplexes,onsecontentera
d’étudierdeuxcasparticuliers.
 SupposonsunionsanscomposantedevitessesuivantOy:latrajectoireresteradansle

planxOz. Lesparoisétantalternativementpositivesounégatives(V M U), lesions
lourds,deparleurinertietropgrande,nepourrontpassuivrelesvariationsd’orientation
duchamp:ilsneressentirontquelatensioncontinueUpositive.Ilsserontpeuperturbés.
Maislesionslégerspourrontoscillerdeplusenplusjusqu’àvenirsedécharger,doncse
perdre,surunedesbarres.Lesdeuxbarrespositivesconstituentcequ’onappelleunfiltre
passehaut.

 Prenonsmaintenantlecasd’unionquin’auraitpasdecomposantedevitessesuivantOx:
latrajectoireresteradansleplanyOz.Lesionslourdscontinuerontàêtreinexorablement
attirésverslesbarresnégatives. Seulslesionslégersvontpouvoirêtreéventuellement
récupérés.Onestenprésenced’unfiltrepassebas.
Lescalculsafférentsàcettetechniquemontrent qu’il yadeuxmanièresd’utiliserce

filtrequadripolaire:oubienonmaintientconstanteslesdeuxtensionsUetV RF etonfait
unbalayagedelafréquence n,oubienonmaintientcettefréquenceàunevaleurdonnéeet
onaugmenterégulièrementl’amplitudedestensionsUetVdefaçonqueleurrapportreste
constant.Ondélimiteainsiunefenêtredontlalargeurestparexemplede1u,(résolution
unitaire),quipermetd’obtenirdemanièreséquentiellelespectredemasseducomposé.

LarésolutionRdesfiltresquadripolairesdépenddenombreuxparamètresdontlaformule
16.16permetderendrecompte.Onpeututilisercesappareilssoitdansunmodeoù Dmest
constantdanscecaslarésolutioncroîtaveclamasse,soitdansunmodeoùlarésolutionest
constante,voisinede1u(fig.16.10).

m/z

18(HO)
2

29

41 43
55 57 69

71

Figure16.10Spectrepartield’unhydrocarbureobtenu
avecunanalyseurdegazfonctionnantsurleprincipedufiltrequadripolaire.

L’enregistrementmontrequel’appareilaétéutilisédanslemodeoù Dm estconstant
surtoutel’étenduedesmasses.
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Larelationapprochée16.16déterminelarésolutionmaximumattenduepourunionpor
teurd’unechargeélémentairee, accélérésousuneddpdeV z voltsàl’entréedufiltrede
longueurL,derayonr 0 enutilisantuneradiofréquencedontlatensionmaximumestV max.

R = Cste· L2 ·Vmax

r0 ·e ·Vz
(16.16)

16.6ANALYSEURSÀPIÉGEAGED’IONSPARQUADRIPOLE

Underniertyped’appareilestreprésentépardestrappesàionsdontlagéométrieestbien
différentedesquadripôlesprécédents.Lesionssontconfinésentredeuxélectrodesdeforme
toriques, quiparaissentrésulterd’unesorted’anamorphosedesquatrebarreauxclassique
d’unquadripôle.Encommunaveclacatégorieprécédente,ilsfonctionnentsousl’effetd’un
champélectriquevariable(avecousanschampfixe). Simplesenapparence, maiscom
plexesd’unpointdevuefondamental,cesdétecteursàpiégeaged’ionssonttrèssensibles
etpermettentdestechniquesd’ionisationdifférentes.Levolumedélimitéparlesélectrodes,
ditessupérieure, inférieureetannulaire, constitueàlafoislasourceetlefiltredemasse
(fig.16.11).Cesanalyseurs,deconstructionmoinscoûteuse,sonttoujoursassociésàune
méthodeséparativeenamont(CPGSM).

Demanièresimplifiée,lefonctionnementpeutserésumercommesuit:lecomposésou
misàuntrèsbrefbombardementd’électronsconduitàdesionsquipénètrentensuitedansla
partiecentraledufiltre.Uneradiofréquencefixe,appliquéeàl’électrodeannulaire,confine
cesionsdansl’espacecentralenleurfaisantdécriredestrajectoirescomplexes,amortiespar
effetd’unefaiblepressiond’hélium,del’ordrede0,01Pa,égalementintroduitdanscette
trappe.
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Figure16.11Spectromètresàpiégeaged’ions.
a) Agencementdes électrodesd’unetrappeàions; b) dessinenperspectivedes
électrodesterminalesetdel’électrodeannulairecentrale(d’aprèsCurrentSep.1997,
16:3,p85).

Pouranalyserlesionsprésentsonaugmentegraduellementlatensionderadiofréquence.
Touràtour,dansl’ordredesvaleurscroissantesdurapportm / z,l’amplituded’oscillation
desionscroît dansladirectionaxialeet vajusqu’àleurexpulsionparunesériedepe
titstrouspercésdansl’électrodeditedesortie.Ilsatteignentalorsledétecteur(fig.16.12).©
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a b

z

r
O

O

Figure16.12Modélisationduparcoursdesionsdansunetrappe.
a)Parcoursd’unionstabilisé;b)parcoursd’unioninstablevenantterminersatrajec-
toiresurunedesélectrodes(ladispositiondupiègeestlamêmequedanslafigure
précédente).

Sionmélangedanslepiègeungazréactantàl’échantillononobtientdirectementune
ionisationchimique(§16.10.2).

Cesappareilspeuencombrantsettrèssensiblesontcependantpourdéfautsdeprésenter
unegammedynamiqueétroiteetunerépétabilitédesspectresd’unmêmeéchantillonassez
moyenne,cequiestungroshandicapenanalysequantitative.

Touslesspectromètresdemassesadoptent leprincipedesmesurescomparatives. On
étalonnel’appareilavecdesionsdemassesconnues.Bienquedesrelationssimples,dont
certainessontindiquéesdanscechapitrepermettentdecalculerlesmassesàpartirdecer
tainsparamètres,ellesrestentdesformulesexplicatives.Ellesnesontpasutiliséesparles
logicielsdesspectromètres.Ellesnetiennentpascomptedefacteurssecondairespropresà
chaquemontage.

16.7ANALYSEURSÀRÉSONANCECYCLOTRONIQUE(FTMS)

Cesspectromètres,relativementpeurépandus,fontfigured’outsidersdesappareilsprécé
dents.Apparentésauxpiègesmagnétiquesàions,ilspermettentd’obtenirlamassedesions
avecunetrèsgrandeprécision.

Leprincipeestlesuivant:lesions,obtenusparundesnombreuxprocédésexistants,sont
dirigésversunepetitecavitéplacéeauseind’unchampmagnétiqueBtrèsintense(4à9
teslas)crééparunebobinesupraconductrice.Danslacavité,lesionsquisontralentispar
deschocssurlesmoléculesrésiduelles(leviden’estpasparfait)restentconfinéspareffet
desparoisportéesàdespotentielspositifs. Leurstrajectoiressont complexesmaisleurs
projectionsdansunplanxy,normalàl’orientationduchampBcorrespondentàdescercles
(fig.16.13).Lerayondelacirconférencedépenddel’énergiecinétiquedel’ionetestdonné
parl’équation16.2.

Si v estfaibleet Bgrand,lacirconférenceserasuffisammentpetite(quelquesmm).À
partirdesrelationsclassiques v = v ·Ret v = 2 p·n,onaboutitàl’équation16.17.
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Figure16.13Leprincipeduspectromètredemasseàrésonancecyclotronique.
a)Trajectoiredebasesuivieparunionsoumisàuneinductionmagnétique B compte
tenudesorientationschoisies.b)aspectsimplifiéd’unecelluledepiégeagedesions(les
plaques5et6sontexcitatrices,lesplaques3et4piègentlesionsetlesplaques1et2
sontdétectrices).Lesionssontforméssoitdanslacellulesoitenamontdecelle-ci.c)
principedeladétection:1,troisionsenattente;2,impulsiondefréquence n1 :seul
l’ionm 1.estexcité;3,aprèsexcitation,l’ionm 1 tournesuruneorbiteplusgrande;4,
pourunéchantillonréel contenantungrandnombred’ionsm 1,ceux-ci semettentà
tournerenphase.Ilsproduisent,surlesplaquesdétectrices1et2,l’effetd’unvecteur
champélectriquetournantàlamêmefréquencen1 dontl’intensitéestfonctiondeleur
concentration.Silestroisionsm1−m3 ontétésimultanémentexcités,lesignalensortie
serauninterférogramme.UncalculdeFourierconduitauspectrehabituel.

Cellecimontrequ’àchaquemassecorrespondunefréquence,indépendantedelavitesse
del’ion. Parconséquent il yaura, àuninstant donné, autant defréquencesderotation
différentesqued’ionsderapportsm / zeuxmêmesdifférentsdanslepiège.
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ou

n= 15350
B ·z
m

(16.18)

Laformulepratique16.18donnelafréquence n (enkHz)d’uniondemassem(Da)
porteurd’unnombredechargezdansunchampB(Tesla).L’analysedesmassesrevientà
détermineravecprécisionlesdifférentesfréquencesdesions.

Pourrepérerlesfréquences,etparsuitelesrapportsm / zdesions,onenvoieunebrève
impulsion(1ms)d’unebandederadiofréquencesenglobanttoutescellesquisontprésentes.
Ainsitouslesionscaptentdel’énergie. Leursfréquencesnechangeantpas, ilsdécrivent
pendantladuréedel’impulsiondesorbitesenspirales, doncleursvitessess’accroissent.
Aprèsimpulsion, lesionsd’unmêmerapportm / zsontréunisenunensemblecohérent,
phasé,quiprovoqueunsignal(résonancecyclotronique)demêmefréquence,auniveaudes
plaquesdétectrices(fig. 16.13). Globalement l’échantillonconduit àunsignal complexe
dûàlasuperpositiondesfréquencesinduitespartouteslespopulationsm / zdifférentes.
Cetinterférogramme,dontl’intensité[I = f(t)]décroîtlorsquel’excitationcesse,estune
indicationd’ensembledetouteslesfréquencesdontilestissu.Lesconditionssontréunies
pourquelelogiciel puissefairel’analysedeFourier, c’est àdirepasserdeI = f(t)à
I = f( n),doncfinalementauspectredemasseI = f(m / z).Lesionsnesontpasdétruits,
ilspeuventêtreréexcitésouserviràd’autresexpériences.

16.8PERFORMANCESDESSPECTROMÈTRESDEMASSE

16.8.1Limiteenmasse

Toutspectromètrepermetdedéterminerlerapportm / zjusqu’àunevaleurmaximum.La
masselaplusélevéequiluicorrespond, endaltons, dépenddoncdunombredecharges
zportéesparl’ion.Parexemplesil’appareilpeutmesurerlesrapportsmasse/chargejus
qu’à2000,ilserapossiblededétecteruniondemasse80000Daporteurde40charges
élémentaires(q = 40e).

16.8.2Sensibilité

Lasensibilitéd’unspectromètredemassesemesureenpoidsd’échantillonconsommépar
seconde(quelquespg/soufemtomole/s)pourobtenirunsignald’intensiténormalisée.Ilya
renouvellementdesionsenpermanence.Lesspectressontobtenusparbalayagessuccessifs.

16.8.3Pouvoirderésolution

Surunspectretracéenmodegaussien(obtenuavecunappareilàsecteurmagnétiqueou
àtempsdevoloucyclotronique), onpourradistinguerdesmassesd’autantplusvoisines
quelespicscorrespondantsserontplusétroits.Cettepropriétéimportantedesappareilsest
repéréeparlepouvoirderésolutionRpourlequelplusieursdéfinitionscoexistent.

PourcalculerR,ondiviselavaleurm / zdupicchoisiparlalargeurdupic D(m/ z)repérée
soitàmihauteur(FullWidthatHalfMaximum,FWHM)s’ils’agitd’unpicisolé,soità5%
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delahauteurquandonconsidèredeuxpicsvoisins(figures16.14et16.15).

R = (m/ z)/ D(m/ z)ouR = m/ Dm (16.18)
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Figure16.14Pouvoirderésolution.

Àgauche, situationdeprincipepourdéfinirceparamètredanslecasd ’unpicisolé.
Suivantlesconstructeurs,lalargeurdupicestmesuréesoità50%soità5%desa
hauteur.Àdroite,exempledespectrebasserésolutiond’unéchantillondeplomb.La
valeurtrouvéepourlepouvoirderésolutiondépendbeaucoupducomposéetdela
massechoisis.

Lesspectresdefragmentationprésentéssousformedebâtonnetsnepermettentpasde
fairececalcul. Tout aupluspeutondirequepouruntelspectrelarésolution(etnonle
pouvoirderésolution)vautexactement1u(parexempleondistinguelepic28dupic29,
oulepic499dupic500.)Enfaitpourlesappareilsquadripolairesouàpiégeaged’ionsce
paramètreamoinsd’intérêt. Lesvaleursdespouvoirsderésolutionsontpetites. L’obser
vationdusignalbrutquepeutfournirunappareildecettecatégorieàpartird’uncomposé
montreuntracéconstituédepicslargesetdeformeaplatieausommet(fig.16.15).Si Dm
estconstantetprochede1u,lepouvoirderésolutionaurasensiblementpourvaleurcellede
lamasseàlaquelleonseplace.

106,909 106,910 106,911 ( )u

107Ag+R=/mm
R=450

R=3x10 6

R=1

450 452448

450 452448

Figure16.15Pouvoirderésolutionétablisurdesspectresexpérimentaux.

Àgaucheexempled’unenregistrementcorrespondantàunpouvoirderésolutiontrès
élevé(appareilàrésonancecyclotronique).Aveccettetechnologiequi faitappel aux
transforméesdeFourier,larésolutionmaximalethéoriquevaut: R = nT/ 2, (n étant
lafréquenceenHzdel’ionconcerné,et T (s), letempsd’acquisitiondel’interféro-
gramme).Aucentrelesignalbrutd’unappareilàfi ltrequadripolaire(pouvoirderéso-
lution,450).Àdroiteprésentationconventionnelledecemêmeenregistrement(résolu-
tion, 1u).©
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16.8.4Introductiondel’échantillon

Lesméthodesd’introductiondeséchantillonsdanslespectromètredemassesont nom
breusesàlafoisparcequeleséchantillonspeuventrevêtirdesformesvariéesetparcecer
tainsprocédésd’ionisationontleurpropreexigence.

16.8.5Introductiondirecte

Sil’échantillonestsousformedegazoudeliquide,onenintroduitunetrèspetitequantité,
avecunemicroseringue,dansunesortederéservoirquicommuniqueaveclachambred’io
nisationparunorificetrèsétroit.Sousl’effetduvidepousséquirègneenavaldecetorifice,
lecomposésetrouveaspiréetvaporisé.Onobtientcequ’onappelleunefuite(oupompage)
moléculaire. Pourlesapplicationsquinécessitentunsuivipermanent, l’introductionpeut
sefaireencontinuparuneentréeendérivation.Lesgazetlescomposésvolatils(COV)à
l’étatvapeuroudissousdansunliquidetell’eaupourrontdiffuserparexempleàtraversune
membraneporeuse.

S’ils’agitd’unsolidepouvantpasseràl’étatdevapeursousvide,ilestdéposéàl’ex
trémitéd’unsupportmétallique(chaufféounon)quicoulissedanslasourcedel’appareil.
Dansd’autrescas,pourcertainsmodesd’ionisation,ilestmélangéauseind’unematrice
(ex.glycérolouacidebenzoïque).

16.8.6Introductiondanslecasdestechniquescouplées

Pourlesmélangesdecomposés,ilestfréquentdefaireprécéderl’analyseparspectrométrie
demassed’uneséparationpréalabledesconstituantsparchromatographieenréunissant
unchromatographeet unspectromètredemasse. LecouplageCPG/SMest devenutrès
courant:onfaitdéboucherlacolonnecapillairedanslachambred’ionisation.Lescomposés
séparésarriventdoncsousformegazeuseetmélangésaugazvecteurpourêtreanalyséstour
àtour.Ledébitdegazvecteurnedépassantpas1à2mL/min,lapompeduspectromètre
suffitpourmaintenirlevidenécessaireàl’analyse.

CLHP

chambre
dedésolvatation

chauffage

chambre
d'ionisation

He
P1 P2 P3

ions
25000 500 50

Figure16.16InterfaceCLHP/SMutilisantunséparateuràfaisceaudeparticules.
Lesmoléculeslourdes,moinsdéviéespareffetduvidequelesmoléculeslégèresdesol-
vant,ontuneplusgrandeprobabilitéderesterdansl’axedusystèmeetdepasserainsi
danslapartieSM.Cetteapprochebalistiqueaététrèsutiliséedansd ’autresdispositifs
maintenantabandonnés.
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L’interfaçageCLHP/SMouECHP/SMestpluscomplexeparsuitedelaprésencedes
solvantsd’élutionquicontiennentsouventdel’eau(unpoisonpourlesspectromètresde
masse). Encequi concernelachromatographieliquideonprivilégielesmicrocolonnes
auxdébitstrèsfaibles.

EnCLHP,ilpeuts’agirdecomposésdemassesmoléculairesélevées,pourlesquelsles
modesd’ionisationsontdifférents.Undispositifassezancien,dontlasensibilitéestmainte
nantjugéetropfaible,estleséparateuràfaisceaudeparticules,(ouParticlebeam,figure
16.16), danslequellaphaseliquideestvaporiséesousformedespraydansunechambre
dedésolvatation,avantdetraverserunespaceoùl’échantilloncontinueàseconcentrerpar
évaporation.

16.9PRINCIPAUXPROCÉDÉSD’IONISATIONSOUSVIDE

L’analyseparspectrométriedemassedébuteparl’ionisationducomposéenespècesindi
viduellesentièresoufragmentées.Lechoixdelaméthoded’ionisationdépenddel’étude
projetée, delanatureducomposéquipeutêtreunepetitemoléculeorganique, unmétal,
unemacromoléculebiologique...etdesonétat(gaz,liquideousolide).Lesdispositifscor
respondantssontcomplexesetsouventinstallésdèslaconstructionduspectromètre,sibien
quelesappareilssontenfaitspécialisés.

16.9.1Ionisationparimpactélectronique(IE)

L’ionisationparimpactélectroniqueestlaméthodelaplusutiliséepourlescomposésqui
peuvent passeràl’état gazeux. C’est notamment lecasdesmoléculesorganiques. Elle
consisteàprovoquerdescollisionsentrelesmoléculessanschargesinitialesetdesélec
tronsobtenuspareffetthermoionique(fig.16.17).Dansunchocilyaarrachementd’un
desélectronslesmoinsretenusdelamolécule,cequiconduitàunionporteurd’unecharge
élémentairepositive.

Ceprocédéestreproductible, cequipermetd’identifieruncomposéencomparantson
spectreàtousceuxd’unespectrothèque,dumoinssiellecontientlespectredececomposé.

Pard’autresmécanismesilseformeaussi,enquantitémoindre,desionsnégatifs.Pour
étudiercesderniers,ilfautinverserlespolaritésdesélectrodesainsiquelesensducourant
dansl’électroaimantpourconserverauxionslatrajectoireimposéeparconstruction.

L’énergiestandardd’ionisation, 70eV, estobtenueenaccélérantlesélectronsparune
ddpde70V.Ilseproduitenvironunionpour10000molécules.C’estunprocédé«très
cassant».Pouraccroîtrel’intensitérelativedupicmoléculaireM,ilestconseillédechoisir
uneénergied’ionisationplusfaible,15eVparexemple(fig.16.18).

Pourpréciserl’originedesions,onutiliseuneterminologievariéeetheureusementassez
expliciteparellemême:c’estainsiqu’onrencontreradesionsmonochargés,polychargés,
monoatomiques,polyatomiques,moléculaires,pseudomoléculaires,parents,fils,fragments,
secondaires(issusdefiliationsaprèsionisation),métastables...©

D
un

od
–

La
ph

ot
oc

op
ie

no
n

au
to

ri
sé

e
es

tu
n

dé
lit



336 Partie3• Autresméthodes

- - -

chambred'ionisation

analyseur
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Figure16.17Ionisationélectronique.
Impactd’unélectronsurunemoléculem,avecapparitiondel’ionparentetd’ionsse-
condairesm+

1 etm+
2 enfiliationdirecte.Lesfragmentsneutres,m1 etm2,nesontpas

détectés.Illustrationdanslecasdubenzène.Schémad’unechambred’ionisation,en-
coreappeléechambredecollision(ousourced’ions).Ensuperposantunchampmagné-
tiquedirigéparallèlementauxélectrons,cesdernierssuiventunmouvementenspirale,
quiaméliorel’efficacitédececanonàé lectrons.
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Figure16.18Influencedel’énergiedesélectronssurlafragmentation.
Exempledel’acidebenzoïque. Courbedel’efficacitédel’ionisationenfonctionde
l’énergiedesélectrons.Onremarqueraquelesspectressontnormalisésc’est-à-direque
lepicleplusintenseprendlavaleur100.Certainsdisentquec’estuneapplicationdela
méthodedeProcruste(selonlalégendegrecque,lebrigandProcrusteforçaitlesvoya-
geursàs’allongersurunlitetselonleurtailleil leurcoupaitlespiedsouaucontraire
tiraitsurleursmembrespourlesmettreauxdimensionsdulit).
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16.9.2Ionisationchimiquepositive(IC)

Cemoded’ionisationrésultedelaréactionentrelesmoléculesducomposéMetdesions
obtenusparbombardementd’électronssurungaz,telleméthane,l’ammoniacoul’isobu
tane,introduitconjointementaucomposédanslasourcedel’appareil. Lapressionrelati
vementélevéequirègnedanscettepartiedel’appareil(unecentainedepascals),réduitle
libreparcoursmoyendesmolécules, cequifavoriselescollisions. Ils’agitd’unprocédé
d’ionisation«doux».

Ilseproduitdesespècespositivesetnégatives.Onobserveenparticulierlaformationde
l’ionpseudomoléculaireMH + (quin’estpasunionradical).Saformationdépendcepen
dantdel’affinitédeMpourH +.Cetionaunemoindretendanceàsefragmenterquel’ion
moléculaireM +•

obtenuparimpactélectronique,cequipermetderepérerlavaleurdeM
(fig.16.19).

CependantpourlescomposésdutypeRH,onpeutobserverégalementl’ionR + sibien
quel’ionisationchimiquelaissetoujoursplanerundoutesurlavaleurdelamassemolécu
laireducomposéétudié.

NH4
+ secomportecommeCH 5

+. Quant àl’isobutane, il donneavecfacilitél’ion
(CH3)3C +,stable,quiconduitàl’ion(M+1),ensetransformantluimêmeenisobutène.

réactionprimaire: CH4 +e   CH4  +2e  (Ionisation)

réactionssecondaires:: CH4   CH3  +H 

CH4  +CH 4  CH5  +CH 3 (Autoprotonation)

CH3  +CH 4  C2H5  +H 2

collisionsavecM: CH5  +M  MH  +CH 4 (ionàM+1)

C2H5  +M  MC2H5  (ionàM+29)

siMestdetypeRH: CH5  +RH  R +CH 4 +H 2 (ionàM-1)

sicationtert-butyle :(CH 3)3C  +M  MH  +CH 2=C(CH3)2

Figure16.19Ionisationchimique.
Formationàpartirduméthaned’espècescationiquesetréactionsurlesmoléculesM
ducomposé.Ladernièreéquationcorrespondàl’actionducationdel’isobutane. La
présenced’ionsrelativementlourdsdanscesmilieuxrendsansintérêtl’étudeduspectre
endessousde45Da.

16.9.3Bombardementparatomesrapides(FAB)

Ceprocédéetlessuivantssontréservésauxcomposéspolairesetpeuvolatilssousvide.
L’ionisationsefaitparimpactd’atomeslourdsnonionisés(ArouXe),animésd’unegrande
vitesse,surl’échantillondisperséaupréalabledansunematriceliquidepeuvolatile(glycé
roloudiéthanolamine)etdéposédanslasourceàl’extrémitéd’unsupport.
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Pourdisposerdecesprojectiles, oncommenceparioniserungaztell’argonavecdes
électrons.Cesionsprimairessontalorsdirigésversunechambredecollisionoùilsviennent
frapperdesatomesdecemêmegazàl’état neutre(fig. 16.20)avant d’êtreéliminésdu
faisceauprincipalparl’effetdéflecteurd’unchampélectrique.Cesontcesatomesneutres
etrapidesquiviennentbombarderl’échantillon.CettetechniquedénomméeFAB(f astatom
bombardment),provoqueaccessoirementl’apparitiond’ionsdusàlamatricededispersion
etd’unbruitdefondassezimportantcequirendimpossiblel’étudedesionsdepetitemasse.

ApparentéeàlatechniqueFAB,lebombardementdelacibleavecdesionsCs + ouAr +

àlaplacedesatomesneutresareçulenomdetechniqueSIMS.Cesionsquipeuventêtre
accéléréspermettentdesfragmentationsplusénergétiques.

16.9.4Ionisationlaserassistéeparmatrice(MALDI)
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Figure16.20TechniquesFABetMALDI.
a)Principedeformationd’unatomerapideetneutredexénonparcollision; b)for-
mationd’atomesrapidesd’argondansunechambredecollisionetbombardement
del’échantillon(canonFAB); c)ionisationparlaser(MatrixAssistedLaserDesorption
Ionisation).L’impactduphotonestcomparableàcelui d’unatomelourd.Parunmé-
canismemalconnuilseproduitunedésorptionetphoto-ionisationdesmolécules.Ces
modesd’ionisationpartirslaserconviennentparticulièrementbienàl’étudedesmasses
moyennesetélevées.Ilssontutiliséssurtoutenbiochimieetnonpaspoureffectuerdes
dosagesderoutine.

Cemoded’ionisationdésorptionprovoquetrèspeudefragmentations. Lecomposéà
étudierestd’abordincorporédansunematriceorganiquesolide(del’acidedihydroxyben
zoïque,parexemple)etensuitedéposésurunsupportaupointd’impactd’unfaisceaulaser
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pulséUV(ex. laserN 2, l = 337nm, 5ns). L’énergiethermiquereçueesttransféréepar
lamatriceaucomposéquisetrouvedésorbéetionisédefaçondouce(fig.16.20c).Parce
procédéonextraitdelaphasecondenséedesionsenphasegazeuse.

Cemoded’ionisationpulséestparticulièrement bienadaptéauxappareilsàtempsde
volpourétudierlesbiomacromolécules,sachantqu’ildonnedesionsporteursd’uneseule
chargecontrairementauxtechniquesàpressionatmosphérique(voirparagraphesuivant).
Lespetitesmolécules(M < 500u)sontdifficilesàétudierparceprocédéàcausedesions
produitsparladécompositiondelamatrice. D’autressupportsàbasedesiliciumporeux
parexemplesontutilisés:ilsévitentderecouriràunematriceetautorisentdoncl’étudedes
petitesmolécules.

16.10PROCÉDÉSD’IONISATIONÀPRESSIONATMOSPHÉRIQUE

Beaucoupd’applicationsnouvellesenspectrométriedemasseconcernentsoitdesdosages
d’élémentssoitl’étudedebiomoléculespeustablesetpolaires(M > 2000Da).Cesappli
cationsontétérenduespossiblesaveclamiseaupointdeplusieursdispositifsetméthodes
d’ionisationàpressionatmosphérique(API)applicablesauxcomposésensolutionaprès
nébulisation.

16.10.1Ionisationparplasmad’argon

Onsaitquelesplasmasd’argonsontutilisésenspectrométried’émissionoptique(cf.14.3.1)
pourfairepasserlesélémentssousformedecationsdansdesétatsexcitésàl’originederaies
ioniques.Iln’estpasétonnant,parconséquent,qu’onfasseappelàcesmêmesplasmaspour
ioniserdeséchantillonsinorganiquesenspectrométriedemasse.

L’échantillonensolutionestnébulisédansleplasmaforméàproximitéd’unpetitori
ficesituéàl’entréedel’analyseur,cequipermetàunepartiedesionsformésdepénétrer
parl’effetduvidedanslespectromètredemasse(fig.16.21).Onpeutplacerégalementun
plasmaensortiedecolonnecapillaired’uneCPG.Touteslesliaisonschimiquessontdé
truites,cequifaitqu’onaccèdeainsiauxconcentrationsélémentaires(analysedespéciation
descomposésorganométalliquesparexemple).

Danslesplasmasd’argonsubsistent àdetrèsfaiblesconcentrationsdesionspolyato
miquesprovenantdel’air,del’argonoudelamatricedel’échantillon.Cesespècespeuvent
êtreisobariquesaveclesanalytesetsontlasourcedeconfusionspossiblesaveclesappa
reilsdefaiblerésolution.N 2,O 2,ArH,ClOArO,CaO,Ar 2...,cesionsmoléculaireschoisis
commeexemplesontlemêmerapportm / zquedesélémentstelsSi,S,V,Fe,K,quipeuvent
êtrelesespècesrecherchées.DeuxméthodessontutilesdanscecasOnpourrasoitchoisir
unisotopedel’élémentconsidéré( 54Feaulieude 56Fe)oubienonutiliseraunspectromètre
comportantunechambredecollisionsituéeentrelasourceetledétecteur,pourdissocierles
ionspolyatomiques.

16.10.2Ionisationparl’intermédiairedesprays

Généralementplacésensortied’unappareild’électrophorèsecapillaireoudechromatogra
phieliquideàmicrocolonne, cesprocédéstrèssensibles, commencentpartransformerla
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Figure16.21IonisationpartorcheplasmaetenregistrementobtenuparlaméthodeICP/SM.
Unepartiedesionsgénérésdansleplasmahorizontal passedanslespectromètrede
masse.Mélangedequelquesélémentsmétalliquesenregistréentrelesmasses50et
68Da. Onnoteralaprésencedesdifférentsisotopesdesélémentsconcernés. Laré-
solutionesticiinsuffisantepourdistinguerlesisobares,c’est-à-diredesionsprovenant
d’élémentsdifférentsmaisayantpratiquementmêmemasseetquisesuperposentdonc
surlegraphe.

phasemobileliquideenunfinbrouillardaqueuxcontenantl’espèceàanalyser. Laphase
mobilepeutapporterdesionsH +, selonlepHdelasolutionetcontenirdescationstels
NH+

4 ,Na +,K + (casd’unélectrolyte).

Plusieurstechniquessontàdistinguer:
 Electrosprayou«Ionspray»(ESI).Lesgouttelettessontforméesàl’extrémitéd’unfin

capillairedesilice, métalliséensurfaceet portéàunpotentiel élevépositif(si l’ona
choisid’étudierlesionspositifs).Lechampélectriqueintenseleurconfèreunedensité
decharge(z/m)importante(fig. 16.22). Pareffet d’ungazsec, elless’évaporent pro
gressivement enperdant desmoléculesdesolvant pardesmécanismescomplexesde
désolvatationetd’évaporation. Leurdensitédechargedevenanttropgrande(limitede
Rayleigh), ellesexplosentenlibèrantdesionsnonfragmentésetprotonésou«catio
nisés»del’analyte, porteursd’unnombredechargesvariables(enmoyenne1charge
élémentairepour1000Daenmasse).

 Photoionisation.Onassocielemodedenébulisationdécritprécédemmentavecuneioni
sationaumoyendephotonsd’environ10eV.Lemontagecomporteàlaplacedelapointe
aeffetcoronaunelampeUV, cequirappelleledétecteuràphotoionisation(cf. 2.7.5).
Ceprocédéquidonnepeudefragmentsestintéressantpourlesmoléculespeupolaires.

 Ionisationchimiqueàpressionatmosphérique(APCI). Lesmicrogouttessortantdela
busesontconcentréesparunchauffagetrèscourtvers350

◦
Cavantd’arriverdansune

zoneoùsetrouveungaztellediazoteetdelavapeurd’eauquiontétéioniséspardes
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Figure16.22Ionisationàpressionatmosphériqueparelectrospray(«ionspray»).
Lecapillairedesortieportéàunpotentielélevé,conduitàunbrouillardchargé(1).Les
gouttelettes,ens’évaporant,provoquentuneaugmentationdeladensitédecharges
électriques(2)aupointqu’ellesexplosentenexpulsantdesmoléculesdel’analytepor-
teusesdeplusieurscharges(3).Lediazoteamélioreleprocessusdeconcentration(4).

déchargescorona(fig.16.23).Ilseproduitdescollisionsnombreusesions/moléculesavec
transfertsd’électronsetdeprotons. Cetteméthodeconduitàdesionsmultichargésde
type(M+nH) n+.Ellenepeutêtreminiaturisée,carelledemandeundébitplusgrandque
l’electrosprayetnepeutconvenirqu’auxmoléculesvolatilesetthermiquementstables
demasseinférieuresà1000Da.
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Figure16.23Ionisationàpressionatmosphériqueparionisationchimique.
(1),L’échantillonsousformedespray,semélangeauxionsissusd’ungazréactanttel
lediazoteioniséparuneaiguilleportéeàunpotentieltrèsélevé(effetcorona).(2)Les
moléculesioniséesdediazoteoudesolvantcaptentàleurtourdesmoléculesd’analyte
pourconduireàdesamas(«clusters»)(3). Ceux-cisontdétruitsparuncourantde
diazotequipermetuntransfertdeschargessurl’analyse.

L’avantagedecesméthodesd’ionisationdoucesestl’obtentiond’ionsmultichargés(z
peutdépasser30),pseudomoléculaires,formésavantd’entrerdanslespectromètre.Misà
partl’APCI, ellesontpermisd’étendrelagammedemassedesappareilsjusqu’à10 5 Da
(ex.protéines,polysaccharidesetautrespolymères).

Cesprocédésconduisentàdesspectresprésentantlephénomène«d’enveloppeionique»
quipermetdecalculerlamassemoléculaire(fig.16.24)©
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M=12360Da

700 800 900 mz/
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687,5
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Figure16.24Ionsmoléculairesmultichargés.
SpectreobtenuàpartirducytochromeC(cœurdecheval),protéinede12360Da,par
laméthodeélectrospray.Entre2picsconsécutifs,lachargedel’ionvaried’uneunité.À
droite,amasisotopiqueducytochromeenhauterésolution.Onpeutretrouveràpartir
decesspectrespardeuxméthodesindépendantesdesvaleurstrèsprochesdelamasse
moléculaireainsiquelenombredechargesportéesparlesions(avecl’autorisationde
F.W.McLafferty,etColl.Anal.Chem.1995, 67,3802-3805).

16.11SPECTROMÈTRESDEMASSEENTANDEM(MS/MS)

Pourobtenirdesinformationsplusprécisessurlastructuredesionsfragmentsissusdela
décompositiondescomposésmoléculairesintroduits,onfaitappelàdesspectromètresde
massecomportantauminimumdeuxanalyseursensérie.Ilnes’agitpasdelamiseboutà
boutd’appareilsdistincts,maisdel’associationdansunappareilhybridesoitd’unsecteur
magnétiquesuivid’unquadripôle,soitdedeuxquadripôles,soitd’unTOFavecunsecond
quadripôle(oul’inverse). Entrelesdeuxanalyseursest placéeunechambredecollision
(fig.16.25).Ilexisteplusieursfaçonsd’utiliserdetelsappareils.
 Unepremièretechniqueconsisteàsélectionnerlesionscorrespondantàunrapportm / z

choisi aumoyendupremieranalyseurqui joueainsi lerôled’unfiltre. Cesionstra
versentensuitelachambredecollision(CID,CollisionIonicDissociation)danslaquelle
onfaitarriverungaz(hélium,argonoudiazote).Ils’ensuitdenouvellesdécompositions.
Lesionsfilsdefragmentationpoursuiventleurcourseverslesecondanalyseur, utilisé
enmodenormal, cequiconduitàunspectredonnantdesinformationsdestructurede
l’ionm / zsélectionnéenamont,àl’exclusiondesautresionsformésdanslasourcede
l’appareil(recherchedefiliations).

 Dansuneautretechniqueonrèglelesecondanalyseurpourqu’ilnelaissepasserqueles
ionsd’unmêmerapportm / zetonfaitunbalayagedesmassesaveclepremieranalyseur.
Onrepèreainsitouslesionsdonnantlemêmefragment(recherchedesparents).

 Enfinonpeutfaireundoublebalayagesynchronedesdeuxanalyseursavecundécalage
correspondantàunemassedonnée(ex.unfragmentneutretelCOouC 2H2).Onrepérera
alorslesionsdelasourcequi sedécomposent enéliminant lefragment enquestion
(recherchedesneutres).
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chambre
d'ionisation

quadripôle1

prisesdevide:
1,ioniseur
2,analyseur

1 2

quadripôle3

introductiondugazdecollision
Ar,He,N2

10 torr-8
10 torr-3

10 torr-8

détecteur

chambre
decollision

"quadripôle2"

Figure16.25Principed’unappareilSM/SMà3quadripôlesensérie.
DanscemontageappeléQQQ,lequadripôlecentralaunsimplerôlefocalisateur.Situé
danslachambredecollision, il estalimentéparunetensionalternativeuniquement
(absencedetensioncontinue).Lapressionàcetendroitdel’appareil estplusélevée.
Aveccesinstrumentsonpeutétudierdesmélangescommeonleferaitaveclatechnique
CPG/SM.Lesapplicationssontdevenuestrèsnombreusessachantquelescoûtsdeces
appareilsontbeaucoupdiminué.

16.12DÉTECTEURSÀIONS

Ladétectionenspectrométriedemasseestbaséesurlamesuredeschargestransportées
parlesions.Ordinairementlenombred’ionsindividuelsd’unemêmeespèceesttrèsgrand,
desortequelesignal est detypeanalogique, maiscertainsmodèlesont untel pouvoir
d’amplificationqu’ilspeuventrepérerl’impactd’unseulion.

Pourl’exploitationquantitativedesspectres,ilfauts’assurerquelenombred’ionsdétec
tésreflètelenombred’ionsproduits,quelquesoitl’endroitduspectreconsidéré.Sil’enre
gistrementestobtenuparunbalayageenchampmagnétique,lavitessed’incrémentationdu
champnedoitpasêtreconstante.Laformulededéflexionmontrequelechampintervient
aucarré.

Ondistingue:
 lesmultiplicateursd’électronsàdynodesséparées.Lesionspositifsfrappentunecathode

deconversionquilibèredesélectronsquisontensuite«multipliés»parunevingtaine
dedynodesplacéesencascade(fig. 16.26). Cesdétecteurssonttrèssensibles. Legain
atteint10 8.Denouveauxrevêtementsàbased’aluminesurlesdynodesontamélioréles
performancesdesmatériauxtraditionnels(Cu/Be)quivieillissaientassezmaldansl’at
mosphèrerésiduelledesspectromètres,oulorsdespériodesd’arrêt(retoursàlapression
atmosphérique).

 lesmultiplicateursd’électronsàdynodecontinue(channeltron ®). Lesionssontdéviés
versuncollecteurdontl’entrée, enformedecornet, estconstituéed’unverredopéau
plombqui fait officedecathodedeconversion. Lesélectronslibéréssont attirésvers
uneélectrodepositive(fig.16.26).Leschocssuccessifsdesélectronssurlesparoispro
voquentleurmultiplication,commesurdesdynodesséparées.Lemontageestdésaxépar
rapportàlatrajectoireincidentedesionspourpréserverlapartiesensibledudétecteur
del’impactdesespècesneutresainsiquedesphotonsémisparlefilament,susceptibles
égalementd’arracherdesélectrons.©
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Figure16.26DétecteursenSM.
a)Modèleàdynodesséparéesàfi lmactif(reproduitavecl’autorisationdelasociété
ETPScientificInc.);b)modèleàdynodecontinue.Représentationd’unchanneltron:la
formeenentonnoirdelacathodepermetlarécupérationdesionsissusdetrajectoires
légèrementdifférentes.Lacourbureapoureffetd’éviterquedesionspositifsformés
parimpactdesélectronssurdesmoléculesrésiduelles,neprennenttropd’accélération
avantdefrapperànouveaulacathodeetnegénèrentainsi d’autresélectrons(feed-
backduchanneltron);c)détaildelacathodedeconversion.Multiplicationdesélectrons
dansunmicrocanal;d)unmultiplicateuràgalette.Systèmedecollecteurmulticanaux
(microchanneltron)quipermetdelocaliserl’impactdesions(d’aprèsillustrationsde
GalileoUSA).

 lesdétecteursàmicrocanaux.Constituésparlaréuniond’untrèsgrandnombredemicro
channeltronsdisposésennidd’abeilles,ilscorrespondentàunesortedeplaquephoto
graphiqueélectronique.Chaquedétecteurestforméd’uneportiondemicrotube(25 mm
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dediamètre)enduitintérieurementd’unmatériausemiconducteurfonctionnantàlama
nièred’unedynodecontinue(fig.16.26).L’avalanchedesélectronssecondairesémisest
récupéréeparuneanode. Cesystèmepermet d’enregistrersimultanément desionsde
massesdifférentes.

Lesplaquesphotographiquesdespremiersspectrographessontabandonnées,parcequ’il
s’agitd’uneméthodelente,ayantunereproductibilitéaléatoireetunenonprogressivitédu
renduparl’émulsiondel’abondancedesions(dynamiqueetcontrasteslimités).Sonprin
cipedemeurecependantattractifpuisqu’ils’agitd’uneméthoded’enregistrementsimulta
née.LesspectrographesàionisationparétincellesdetypeMattauchHerzogontlongtemps
conservéceprocédé.

Àl’issuedecebrefpanoramadescinqcatégoriesd’analyseurs, onpeut sedemander
si tousconduisent, àpartird’unmêmecomposé, àdesspectresdemasseidentiques. En
faitiln’yapasd’analyseuruniversel.Chaquetypeoffredespotentialitéspropres.Certains
appareilsanalysent lesionssitôt forméstandisqued’autrescommencent parlesstocker
etamortissentleursmouvementspardeschocsfaisantsouventcroîtreanormalementlepic
M+1.Pourcetteraison,laspectrométriedemassetientuneplaceàpartcomparativementaux
méthodesspectralesoptiquesquisontdesprocédéspassifsd’étude.Ilestdoncindispensable
destandardiserlesconditionsd’examen,grâceàquoilesspectresdeviennentcomparables.

QUELQUESAPPLICATIONSENSPECTROMÉTRIEDEMASSE

Laspectrométriedemasseestlesecteurleplusdynamiquedel’industrieanalytique.Ellea
d’innombrablesapplicationssachantquelesappareilspeuventêtreutiliséscommesimples
détecteursenassociationaveclesméthodesséparatives(chromatographie,électrophorèse),
pourfairedesanalysesélémentaires,isotopiques,trouverlesformulesempiriquesouélu
ciderlesstructuresdescomposésorganiquesetmêmemaintenantdevenirindispensable
danslesdomainesdelagénomiqueetdelaprotéomique.Lespagessuivantesserapportent
àquelquesapplicationssimplesdelaspectrométriedemasse.

16.13IDENTIFICATIONAUMOYEND’UNESPECTROTHÈQUE

L’identificationdescomposésparcomparaisondespectresestutiliséedansdenombreux
domainesdel’analyse.Plusieursalgorithmespermettentderechercheràpartird’unespec
trothèqueoùsontencodéslesprincipauxpicsdeproduitsconnus,quelssontceuxprésentant
lemeilleuraccordavecceluiquel’onveutidentifier.Généralementlarechercheestdivisée
entroisstades:
 réductiondesdonnées. Lespectredefragmentationducomposéestramenéà16picsau

maximum,endonnantlapréférenceauxpicslourds,plussignificatifsquelespicslégers.
Demême,chaquespectreenbibliothèqueestréduità8pics.

 prérecherche.Onsélectionnelesspectresréduitsdelaspectrothèque,ayantdespicsaux
mêmespositionsquedanslespectreréduitducomposé,mêmesil’intensitéestdifférente.
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 rechercheprincipale. Enfinlasélectionprécédenteest repriseparunalgorithmeplus
fin,qui,àpartirdecritèresdechoixfaisantintervenirintensité,masseetraretédupic,
affecteunindicede0à1000(identité)àchaquespectre,cequipermetdelesclasserpar
similaritédécroissante.Enmodifiantlescritèresdechoix,onpeutévidemmentaffinerla
rechercheenprocédantparrecoupementsentrediversclassements.

Ceprocédéest devenud’usagecourant. LaspectrothèqueNIST(National Instituteof
StandardsandTechnology)comporteactuellementplusde250000spectres.

Laspectrométriedemasseest devenueunmaillondelaprotéomiquecarellepermet
deretrouverenassociationaveclesméthodesdégradativeslesenchaînementsdesacides
aminésquiconstituelesquelettedesprotéines.Enassociantl’électrophorèsebidimension
nellecommemoyendeséparationondisposeactuellementd’unoutiltrèsperformantpour
déterminerlesmassesdecesbiomacromolécules.AvecuneinstallationMALDITOFqui
conduitmajoritairementàdesionsporteursd’uneseulechargeetquifragmentelespep
tidesenrompantlesliaisonsCONHreliantlesrésidusdesdifférentsacidesaminés,ilest
possibled’identifierlepeptided’origineàpartirduséquençagedecesacidesaminés.Cette
approchepeutêtreassociéeàdesprocédésdedégradationchimiqueouenzymatiques(tryp
sine)effectuéspréalablement.

16.14ANALYSEDELACOMPOSITIONÉLÉMENTAIREDESIONS

16.14.1Méthodebaséesurlesspectreshauterésolution

Avecunspectromètredemassedont lepouvoirderésolutionest d’aumoins10000, et
moyennantcertaineshypothèsesilestpossibledetrouverlaformuleempiriqued’union
moléculaireoud’unfragment.Pourcelal’appareilcalculeàpartirdesmassesisotopiques
exactesdesélémentssupposésêtreprésents, touteslesformulesempiriquesqui peuvent
correspondreàlamasseexpérimentaleentenantcomptedesamarged’erreur(voirparex.
tabl.16.1).

Poursélectionnerlabonneformuleempirique,lelogicielaccompagnechacuned’ellede
lavaleurdesonindiced’insaturation(I).Celuiciexprimelenombredeliaisonsmultiples
et decyclesdel’ioncorrespondant (expression16.20). Si I est unentier, il s’agit d’un
cationradical,etsi Iestundemientier,ils’agitd’uncation.Engénéralunionànombre
impaird’électronssefragmenteparperted’unradical.Ildevientdoncuncationànombre
paird’électrons.Plusrarementilpeutsefragmenterparunprocessusderéarrangement,et
demeureruncationradical.

Enassociantquelquesautresconsidérations,tellelarègledel’azote(silecomposécom
porteunatomed’azote,samasseestimpaire),lacompositionisotopiquedeséléments,on
parvientàtrouverlanaturedesprincipauxionsprésentssurlespectre.

I = 1+0 ,5 ×
i

1

Ni (Vi − 2) (16.20)

N i représentantlenombred’atomesdel’élémenti,dontlavalenceestV i .
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Tableau16.1Massesatomiquesdesisotopesdesprincipauxélémentsrencontrésenchimieorganique.

Elément Massenominalemasseatomique(g)Nucléide(%) Masse(u)

Hydrogène 1 1,00794 1H(99,985) 1,007825

2H(0,015) 2,014102

Carbone 12,01112 12C(98,90) 12,000000

13C(1,10) 13,003355

Azote 14 14,00674 14N(99,63) 14,003074

15N(0,37) 15,000108

Oxygène 16 15,99940 16O(99,76) 15,994915

17O(0,04) 16,999131

18O(0,20) 17,999160

Fluor 19 18,99840 19F(100) 18,998403

Soufre 32 32,066 32S(95,02) 31,972071

33S(0,75) 32,971458

34S(4,21) 33,967867

Chlore 35 35,45274 35Cl(75,77) 34,968853

37Cl(24,23) 36,965903

Lamassenominaled’unélémentestlamasseentièredesonisotopenatureletstable
leplusabondant.Lamassenominaled’unionestlasommedesmassesnominalesdes
atomesprésentsdanssaformuleempirique(ex.HCl+ =36u).

16.14.2Méthodebaséesurlesabondancesisotopiques

Cetteautreméthodeestexploitéepourtrouverlaformuleempiriqueducomposéanalysé.
Unappareildontlepouvoirderésolutionestmodestesuffit.Leprincipereposesurlacom
positionisotopiquedesélémentsqui sont presquetousconstituésdeplusieursisotopes.
Pourcetteraisontoutéchantillond’uncomposémoléculaire(constituéd’uneimmensepo
pulationdemoléculesindividuelles)donneenspectrométriedemasseplusieurspicsmo
léculaires(unamasisotopiqueàM,M+1,M+2,etc.), dontlesintensitésrelativessont
unesignaturepourchacund’eux. Ils’agitdoncdecomparerl’aspectdecetensemblede
signaux,présentésousformedebâtonnetsetobtenuàpartirducomposé,avectouslesen
semblescalculésaprioriavecdesformulesempiriquesdifférentes,enselimitantàcelles
quisatisfontauxinformationssurlecomposépouréliminerlescalculsinutiles.

SoitunéchantillondebenzèneC 6H6 (M=78).Sachantquepour100atomesdecarbone,
ilyaenvironunatomede 13C,onpeutprévoirqu’environ6%desmoléculesdebenzène
posséderontunatomede 13Cdansleursquelette,etaurontdoncpourmasse79(lacontri
butionde2H(ouD, 0,01%esttrèsfaible). Lepetitpicquel’onobserveàm / z = 79
surlespectredemassedececomposéenestlaconséquence.Demêmel’intensitédupic
m/ z = 80seradueàlaprésencedesmoléculesquicomportentsoitdeux 13C,soitdeuxD,
soitun 13CetunD.©
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Lelecteurpourraretrouverlesdeuxexpressionsapprochées16.21et16.22,utiliséespour
calculerlesintensitésdespicsM+1etM+2descomposésnecomportantqueleséléments
C,H,N,O,F,P(nC,nN,etc.symbolisentlenombred’atomesdecarbone,d’azote,etc.):

(M+1)% = 1,1nC+0 ,36nN (16.21)

(M+2)% = nC(nC − 1) × 1,12/ 200+0 ,2nO (16.22)

Cetteméthodeestdevenuecouranted’emploimaissonefficacitéestassezlimitée.

16.14.3Recherchedelamassemoléculaireàpartirdesionspolychargés

Desionspolychargéssontobtenusàpartirdesmacromoléculeslorsqu’ellessontioniséesen
faisantappelauxsprays(ESI,APCI).Ilestpossibled’accéderàleursmassesmoléculaires
paruneméthodealternativeauprocédéindiquédanslafigure16.24.Pourfairececalculon
doitdisposerd’unspectrebrutprésentantunesuccessiondepicsmoléculairesquidifférent
parlenombredechargesportées.

Onrepèresurl’enregistrement ducomposédont lamasseest désignéeparM,2pics
consécutifsM 1 etM 2.Leurschargesglobalesz 1 etz 2 diffèrentdoncd’uneunité:z 2 = z1−1
(fig. 16.27).Onpeutdoncécrirelesrelations16.23et16.24:

M1 =
M
z1

(16.23)

M2 =
M
z2

(16.24)

Uncalculsimplepermetdedéduirepourz 1 :

z1 =
M2

M2 − M1
(16.25)

Ensuiteconnaissantz 1 (arrondiàl’entierleplusproche)oncalculeraM(Da)àpartirde
16.23.
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Figure16.27Spectreprofild’unanticorpsdemassemoléculaireélevée.
Cespectreaétéobtenuparélectrospray.Sansutiliserlesvaleursdeschargesreportées
au-dessusdechaquesignal, lecalcul décritdansletexteconduitàpartirdesseules
valeursdeM1 = 2680etdeM 2 = 2729àM = 150080Da.
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16.15MESUREDESRAPPORTSISOTOPIQUESD’UNÉLÉMENT

L’analysedelacompositionisotopiqueparspectrométriedemassepermetdereconnaîtrela
provenancegéographiquedecertainscomposésorganiquesd’originevégétaleoudecom
posésminéraux,oubienencored’améliorerlaprécisiondecertainesméthodesdedatation
baséessurlaradioactivité,grâceàcette«signatureisotopique».

Danslerègnevivant, lesisotopesd’unmêmeélémentpeuventêtredifférenciésparles
voiesdebiosynthèsesuivies. Enoutre, ilstraversent lesparoiscellulairesàdesvitesses
légèrementdifférentes.Ainsilerapportisotopique 13C/12Cdelavanillinenaturelleestplus
faiblequeceluidelavanillinedesynthèse;ilenestdemêmeduglucose,dontcerapport
varieselonlecyclebiologiquesuiviparlaplante.Ladétectiondelafalsificationdeshuiles
detable,desarômes,desjusdefruits,l’étudedumétabolismedesplantesetdenombreuses
applicationsmédicales,constituentautantd’exemplesdanscedomaine.

Pourévaluerlesvariationsdurapport 13C/12C, onlecompareàunstandarduniversel
lementadopté.Ils’agitd’uncarbonatedecalciumenprovenancedePeeDee(USA),dont
l’abondanceen 13Cesttrèsélevée(rapportisotopique:1 ,12372 × 10

−2).Expérimentale
mentonsebasesurlesintensitésdespicsde 13CO2 (45)et 12CO2 (44)obtenusparcombus
tiondel’échantillon.Onaccèdeainsiàl’écartrelatifenmillième, d,ducomposé.Savaleur
estgénéralementnégative.

d0/ 00 = 1000
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(16.26)

Cettemesureétanteffectuéeaprèscombustion,lesvariationsisotopiquesauniveaudes
différentssitesducomposéanalysénesontpasaccessibles. Pourcetteraison, onpréfère
comparerlerapportD/HparRMNdudeutérium,carilpermetdecomparerchaquesitede
lamoléculeétudiée.

Lorsqu’onest enprésenced’unmélangededeuxespècesAet Bdont lesvariations
isotopiquessontrespectivement dA et dB,lavaleurexpérimentaledumélange, dM,résulte
delacombinaisonpondéréede dA etde dB,cequiconduitauxpourcentagesdeAetB.En
désignantparxlafractiondeBetpar(1 −x)lafractiondeA,onaboutitàlarelation16.27:

dM = (1 − x) dA +x dB

x =
dM −dA

dB −dA
(16.27)

Laprécisiondesmesuresdoitêtretrèsgrande.Lacombustionnécessaireàlapréparation
del’échantillonpeut êtrefaiteimmédiatement avant l’injectiondanslespectromètrede
masse.Ilexistedesappareilsquiassocient,enligne,unchromatographeenphasegazeuse,
unfourtubulairedecombustioncontenant del’oxydecuivrique(portéà800

◦
C)etun

spectromètreàsecteurmagnétiquebasserésolution,comportantunmulticollecteurd’ions
pourunrepérageindividueldechaquemasse(fig.16.28).
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Figure16.28Ensembled’analysedesrapportsisotopiques.
Latrèsgrandesensibilitérequisepourcesinstrumentsestrenduepossibleparl’instal-
lationdeplusieursdétecteursdutypeFaraday,dontchacunnerecueillequ’uneseule
masse,aprèsséparationenamontdesionsparlesecteurmagnétique. Uncomposé
d’étalonnageconnuestco-injectéavecleproduitàétudier.

AccélérateursSpectromètresdemasse(AMS)—Lamesureprécisedesrapportsiso
topiquespourlesisotopestrèspeuprésentsestaudelàdespossibilitésdesspectromètres
demasseconventionnels, mêmes’ilssont spécialement adaptésàcesmesures. Pourles
isotopesàl’étatdetracesinfinitésimales, ilexiste, àl’échelonmondial, unecinquantaine
despectromètresdemasseentandem,dérivésdesaccélérateursdeparticulestypeVande
Graaff,utilisablespourcesanalyses:lestendetrons.

L’échantillon,quidoitêtresousformesolide,esttoutd’abordbombardépardesionscé
sium.Unpremierspectromètredemasseextraitlesionsnégatifscorrespondantàlamasse
sélectionnée.Ensuite,pouréliminerlesinterférences(isobares),lesionssontaccéléréspar
uneddpdeplusieursmégavoltsversl’extrémitépositived’unaccélérateur. Surleurpar
cours,lesionsentrentencollisionavecunecible(solideougaz)afinqu’ilnesubsiste,au
delà,quedesatomesisolésporteursdeplusieurschargespositives.Lesmesuresdeconcen
trationexigentdecomparerenalternance,lessignauxdesdifférentsisotopes,enprovenance
del’échantillon,desstandardsoudesblancsanalytiques.

Ainsiladatationdesobjetsanciensparlaconcentrationen 14Cestelledevenuebeaucoup
pluspréciseetsensible, quelaméthodeclassiquedeLibby, faisantappelauxmesuresde
radioactivité.

16.16FRAGMENTATIONDESMOLÉCULESORGANIQUES

L’interprétationd’unspectredemasse—natureetoriginedespicsdefragmentation—
estunexercicedifficilemaisd’ungrandintérêt.Lechimisteorganicienretrouvedestypes
d’ionsconnusouenvisagéspourexpliquerlesmécanismesréactionnelsenphasesconden
sées.Ladifférencetienticiàcequelesionssedéplacentdanslevideetsanscollisions.Les
intervallesdetempsentreformationetdétectiondesionsétanttrèsbrefs,onpeutenvisager
l’existenced’espècestrèsinstablesdontladuréedevien’excèdepas1 ms.

Règlesdebase

Lafragmentationparimpactélectronique,bienadaptéeàl’étudedesmoléculesorganiques,
résultedel’instabilitédel’ionmoléculaireinitialementformé.LamoléculeMdontlamasse
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esttoujourspaire(saufs’ilyaunnombreimpaird’atomesd’azote), devientunradical
cationaunombreimpaird’électrons,représentéparlesymboleM +•

.Lorsqu’unouplu
sieurshétéroatomessontprésents, l’ionisationseportedepréférencesurundesdoublets
libres(fig.16.18).ÀcestadelamoléculeMn’estpasencorefragmentée:

M+e
− −→ M +•

+2e
−

Leradicalcationvagénéralement sefragmenter. Ordansl’appareil cen’est pasune
seulemoléculeMquiaétéintroduitemaisdesmilliards, sibienquelespectremontrera
touteslespossibilitésdecoupuresavecunfacteurd’intensitéquitraduiralaprobabilitéde
chacuned’elles.

PlusieursfacteursfavorisentlesprocessusdefragmentationdeM +•
.Onobservedeux

situationsdebase:oubienilseformeuncationdemasseimpaire(etaunombrepaird’élec
trons), accompagnéd’unfragmentneutreàl’étatderadical, oubienunnouveauradical
cationfilsapparaît,accompagnédelaperted’unemoléculeneutre.
 lesfragmentsstables(ioniquesouneutres)ontplustendanceàseformer.
 lesfragmentationsavecréarrangementsontfavoriséeslorsqu’ilscorrespondentàunétat

transitoireàsixcentres.Onnotesouventdestransfertsd’hydrogènesurlecationradical.

Fragmentationd’uneliaisonsss ionisée

Àpartird’unhydrocarburetellepropane,l’ionisationd’uneliaison s C−Cconduiraplutôt
àlaformationducationéthyleetd’unradicalméthyleplutôtquel’inverse:

CH3CH2CH3
+• −→ CH3CH+

2 +CH
•
3

Demêmel’ionisationdel’isobutaneconduitmajoritairementàlaperted’unradicalméthyle
carlecationisopropyleestthermodynamiquementplusstablequelecationméthyle.

Fragmentationaaa

Avecunecétone(RCOR’),composéchoisienexemple,l’ionisationproduitdansunpremier
tempsl’arrachement d’unélectrond’undesdoubletslibresdel’oxygène. Il yaensuite,
defaçonprédominante, ruptureparhomolysedelaliaison s (C−C)enposition a du
sited’ionisation.L’éliminationdelaplusgrossechaînealkyle,sousformederadical, est
favorisée,maisonobserveragénéralementlesquatreionsfragmentsRCO +, RCO +, R +

etR + (fig.16.29).

PourleséthersROR’, larupturedelaliaisonC −Cadjacenteàl’oxygèneconduitaux
ionsoxoniumsstabilisésparrésonance(fig. 16.30). Onrencontreunesituationanalogue
aveclesamines(formationdel’ioniminiumCH 2 = N+ H2demasse30,pourlesamines
primaires).Enoutre,parrupturedelaliaisonC −O,leséthersconduisentauxcationsR +

etR +.
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Figure16.29Spectredefragmentationdelabutanoneobtenuparionisationélectronique.
Schémaexpliquant laformationdes principauxions fragments.L’ionmoléculaire
conduitàl’ionacétyleCH 3CO + (m/ z = 43), dixfoisplusintensequel’ion57, CH3
CH2CO +
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Figure16.30Modesdefragmentationd’unéther.L’exempledudiéthyléther.

Fragmentationsavecréarrangement

Àcôtédecesexemplesélémentairesdefragmentation,ilexistebiend’autrestransforma
tionspossiblesdanslesquelleslesionsseréarrangent, quelquefoissuivantdesvoiestrès
complexes. Lafragmentationavecréarrangement deMcLaffertyest unetransformation
classiquequiapparaîtdefaçontrèsgénéralepourlesionsmoléculairespossédantuncarbo
nyleC =OouunedoubleliaisonC =C(figure16.31).Ils’expliqueparunmécanismeàsix
centresaucoursduquelilyatransfertd’unatomed’hydrogènesurlesiteioniséenpremier.
Ilestsuividel’éliminationd’unemoléculeneutred’éthylénique, quiconduitàlaforma
tiond’unnouveauradicalcation, demassepairesi lecomposénepossèdepasd’atome
d’azote.
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Toutescestransformationsfontl’objetderèglessemiempiriquesquisontutiliséesdans
l’étudedescomposésinconnusetquiserventaussi,plussimplement,àcontrôlerlesrésultats
auxquelsconduisentlesrecherchesautomatiséesaveclesspectrothèques.

butanal

20

40

60

80

100

20 30 40 50 60 70 80

29
27 41

43
44

72

57

mz/

O

C
C

C
H

R

O

C
C

C
H

R

O

C

H

R

R=H,R',OR',OH,NHR',X... unradical-cation

+

++ +

O

C
C
H2

CH2

CH3

H

réarrangementdeMcLafferty

-CHCH( / =28)
22

mz

Figure16.31RéarrangementdeMcLafferty,danslecasdubutanalC4H8O.

Picsmétastables

Pouraideràl’identificationdesions,onpeutexploiterleurcaractèred’instabilité.

Unionnormalestsuffisammentstabledansletempspourluipermettred’atteindrele
détecteur.Sisaduréedevieestinférieureàquelques ms,onaaffaireàunionmétastable
quipeutsedécomposerentresourceetdétecteur(fig.16.32).

M+ −→ m+ +m
•

Chaqueionindividuelauneduréedeviealéatoirequidépenddesonénergieinterne,mais
ungrandnombred’ionsidentiquesformeunepopulationdontladécompositionobéitaux
loisstatistiques.Onestenprésenced’unetransformationdécriteparunecinétiquedupre
mierordre.Ainsi,avecunappareilàdoublefocalisation,sil’ionfilsm + apparaîtavantla
sortiedusecteurélectrostatique,ilseperdsurlesparoisdel’appareil,sonénergiecinétique
étantinsuffisante.Parcontre,siladécompositionseproduitentrelasortiedusecteurélec
trostatiqueetl’entréedusecteurmagnétique,onpeutobserver,grâceàunréglageparticulier
del’appareil,latracedel’ionm + àunepseudomassem

∗
quinecorrespondpasàsamasse

réelle.Laformule16.28relieles3positionssurlespectre:

m
∗

=
m2

M
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Figure16.32Picsmétastables.Aspectthéoriquedestroispicsconstituantunetransitionmétastable.

Unetransitionmétastableconduit doncàtroispicssurlespectredont lepicm
∗
,ap

pelépicdiffusparsuitedesaformemoinsnetteetdesapositionquinecorrespondpas
nécessairementàunemasseproched’unevaleurentière(fig.16.33).
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Figure16.33Apparitiond’ionsmétastablesaucoursdelafragmentationdelathéobromine.
L’ionmoléculaire(180 Da),parpertedeCONH

•
(43Da) conduit àl’iondemasse

137Da,transitionmétastable,accompagnéedupicdiffusà104,3.Demêmelaperte
deCO(28)àpartirdel’ion137, estunsecondexempledetransitionmétastablequi
apparaîtàm/ z = 86,7(reproduitavecl’autorisationdelaSociétéKratos).

Ainsiparle«peakmatching»etlarecherchedesmétastablesassociés,ilestpossiblede
détermineravecunegrandecertitudelastructuredesions.Toutefoiscedernierprocédéest
devenuquelquepeuvétuste,auregarddesnouvellestechniquesplusperformantes(MIKE
ougéométrieNierJohnsoninversée),décritesdansdesouvragesspécialisés.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.agilent.com www.finnigan.com www.bdal.com
www.micromass.co.uk www.shimadzu.com www.varianinc.com
www.waters.com www.gvinstruments.co.uk
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice16.1

Lefacteurisotopique d(en )del’élémentcarbone,mesuréàpartirdugazcarboniquede
combustiond’unevanillinenaturelleestde d= −20,alorsqu’ilestde d= −30pourune
vanillinedesynthèse.

Ensebasantsurcesdeuxvaleurs,trouverlacompositioncentésimaleencesdeuxtypesde
vanillinepourunéchantillondevanillined’originecommercialesachantquel’onamesuré
d= −23,5.

Exercice16.2
Pourévaluerlevolumed’unegrandecuvedeformecomplexe, onutiliselaméthodede
dilutionisotopique, avec, suivantl’habitude, unsel solubledelutétium. Cetélémentqui
est constituédedeuxisotopesstables, 175Lu = 97,4%et 176Lu = 2,6% , apourmasse
M = 174,97g ·mol

−1.

1)Onprocèdecommesuit : aprèsavoirrempli lacuveavecdel’eau, onajoute2gde
trichloruredelutétiumhexahydratéLuCl 3,6H2O,dontlamasseestde389 ,42g

Quelleestlamassedelutétium, Xintroduitedanslacuve?

2)Aprèsagitationpourbienmélangerlesel delutétium, onprélèveunéchantillonde
1Ldel’eaudelacuve. Onajoutedansceprélèvement20 mgdetrichloruredelutétium
hexahydratépréparéàpartirdel’isotope 176Lupur( 176LuCl3,6H 2O = 390,4g ·mol

−1 ;
176Lu = 175,94g ·mol

−1).

a)Calculerlamassede 176Lu,en mg,ajoutéeàl’échantillon.

b)Paruneméthodeclassiqueontrouvequelerapportdesdeuxisotopes 175Lu/ 176Luest
égalà9.Quelestl’appareillagelemieuxadaptéàlamesuredurapportisotopique?

c)Trouverdesargumentsquifontquelelutétiumcorrespondàunbonchoix.

d)Calculerlamassex(égalementen mg)delutétiumélément,danslelitred’eauprélevé.

e)Calculerenfinlevolumedelacuve.

Exercice16.3

Levanadiumest constituéde2isotopesdont lesabondancessont 51V = 99,75et
50V = 0,25%.

Afindedosercetélémentdansunacier,onprélève2gdel’acierquel’ondissoutenmilieu
acide.Alasolutionainsiobtenueonajoute1 mgde 50V.

Aprèsmélange, oneffectuel’analyseparlaméthodeICP/SMquipermetd’obtenirsurle
spectredemassedeuxpicscentréssurlesmasses50et51demêmesurface.

a)Quelestlepourcentagedevanadiumdansl’acierétudiéenadmettantquelesrapports
desairesdesdeuxpicsestlemêmequeceluidesmassesdecesdeuxisotopes?
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b)Donnerunesolutionplusrigoureusesachantque:
50V = 49,947g ·mol

−1 et 51V = 50,944g ·mol
−1.

c)Expliquerpourquoiceproblèmedeviendraitpluscompliquésil’aciercontenaitdutitane
ouduchrome.

Exercice16.4
Ladibenzosubérone1estunecétonedontlaformuledéveloppéeestdonnéeciaprès.
a)Calculerlamasseprécisedupicmoléculaireleplusabondantetécrirelescompositions
isotopiquesdesdifférentesespècesconstituantlepicM+1.
b)Danslespectredemassedececomposéonremarqueentreautresdeuxfragmentsde
mêmemassenominaledontl’unrésultedelapertedeCOetl’autredeC 2H4.
c)ExpliqueruniquementlapertedeCOàpartirdel’ionparent,etindiquersiparpertede
C2H4 ondoitobtenirunionpositif,unradicalouuncationradical.
d)Indiquerpourlesdeuxfragmentslesformulesbrutesquileurcorrespondent.
e)Sachantquelefacteurderésolutionduspectromètredemasseestde15000,estilpos
siblededistinguerlesdifférentesespècesconstituantlepicM+1?

O

Exercice16.5
Quelestlepourcentagedel’intensitédupicM+1(M = 721u)parrapportaupicM = 720u
dansl’amasisotopiquemoléculairedufootballène(formule:C 60)?
Donnée: l’élément carboneest formédedeuxisotopes 12C:12u (98,9%) et 13C:
13u(1 ,1%).



Chapitre17

Méthodesdedosageparmarquage

Plusieursméthodesdedosageconsistentàmélangeràl’échantillonunequantitéconnue
ducomposéquel’onveutdoser,sousformemarquée,afinqu’ilsoitreconnaissable.Quand
aprèsmélangedesdeuxformesdansl’échantillon,onenrécupèreunepetitepartie,parun
moyenadapté, ildevientpossible, àpartirdesproportionsdechacuned’elles, decalcu
lerlaquantitéinitiale.Ceprocédéestquasiincontournablequandonfaitdesdosagesde
tracesd’analytesaprèsuneétaped’extraction,rarementtotale.Onutiliseprincipalement
deuxtypesdemarquages,soitisotopique(stableouradioactif)soitenzymatique.Ceder
nierprocédéestappliquépourlestestsderadioimmunologie(RIA,envoied’abandon)et
d’immunoenzymologie(EIA),dontfontpartielestestsELISA.Réservésilyapeudetemps
encoreàl’étudedesubstancesbiologiques,leurapplicationenchimiedevientcourante.En
finuneautreméthoded’analyseélémentaire,diteparactivationneutronique,peutêtrerat
tachéeauxprécédentes.Elleimpliquel’irradiationdel’échantillonpardesneutrons.Cette
méthoded’unegrandesensibilitérendradioactif,malheureusement,l’échantillontraité.

17.1PRINCIPEDESMÉTHODESDEMARQUAGE

Pourdéterminerlaconcentrationmassiqued’uncomposédansunmélange,uneméthode
évidentemaisutopiqueseraitdeleséparerentotalitépourpouvoirlepeser. Malheureu
sement ceprocédénepeut querarement êtremisenapplication—l’extractionétant ni
totalement sélectiveni quantitative, voireimpossibles’il s’agit d’uneconcentrationtrès
faible.Onpeutconsidérernéanmoinsquelachromatographieanalytiqued’unéchantillon,
méthodeséparativeparexcellence,estunemanièreindirectederéalisercetyped’approche.
Ilexisteheureusementd’autrespossibilitésrassembléessousletermegénéraldemarquage.
Pourdoserunanalytedansunéchantillon,onajouteàlaprised’essaiunequantitéconnue
dumêmecomposésousformemarquée, c’estàdireporteurd’unesorted’étiquettequia
pourbutdepouvoirledistinguerducomposéréellementprésentàl’originedansl’échan
tillon.Ensuite,aprèsavoirbienmélangélesdeuxformes,onenrécupèreunefractionpour
calculer, d’aprèssacomposition, laquantitéinitialementprésente. Lemarquageducom
posénedoit pasaltérersoncomportement dansl’étapederécupération. Il nes’agit pas
d’uneméthodeclassiqued’ajout.
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Lesméthodesdemarquageneserencontrentpasqu’enanalysechimique.Pourévaluer,
parexemple, laquantitédesaumonsdansunbassin, onenpêcheuncertainnombreque
l’onmarqueavecuneétiquetteavantdelesrelâcher.Auboutdequelquesjours,onprélève
unéchantillondepoissonset àpartirdelaproportiondesaumonsmarqués, onpeut en
déduirelapopulationtotale:si,aprèsavoirétiquetépuisrelâché500saumonsonrepêche
200saumonsparmilesquels10sontmarqués,lenombretotaldesaumonsxseratelque:
10/ 200 = 500/ x,soitx = 10000.

Plusieursméthodesanalytiquesontétédéveloppéesàpartirdeceprincipe.Onpeutmar
querunélémentouunemolécule:
 enmodifiantlerapportisotopiquedecetélémentoud’undesatomesdelamolécule,soit

avecunradioélément(détectionparcomptageenbecquerels),soitavecunisotopestable
(détectionparspectrométriedemasseouRMN).Cesontlesanalysesisotopiques.

 enfixantuneenzymeouundérivéfluorescent.Cesontenparticulierlesanalysesimmu
noenzymatiquesetimmunochimiques.

17.2DILUTIONISOTOPIQUEAVECUNMARQUEURRADIOACTIF

SoitàdoseruncomposémoléculaireXprésentdansunéchantillon.Àunemasseprécisede
cetéchantillon,onajouteunemassem

∗
S ducomposéXmarqué(cemarqueurestconstitué

parlemêmecomposéavecpourdifférencequ’unatomedelamoléculeaétésubstituépar
unisotoperadioactif).AppelonsA S l’activitéspécifiquedecestandard(activitéenBqpar
unitédemasse)et AX l’activitéspécifiqueaprèsdilution, calculéeàpartird’unpeudu
mélangerécupéré.SiA X < AS,c’estparcequelaquantitédestandardm

∗
S destandardmise

enœuvreseretrouvemélangéeaveclaquantitém X decomposénonmarqué.Enrevanche
l’activitéglobaleestconservée,cequ’onpourratraduireenécrivant:

ASm
∗
S = AX (m

∗
S +m X )(17 .1)

équationquipermetdetrouverlamassem X del’analytedansl’échantillon:

m X = m
∗
S

AS

AX
− 1 (17.2)

SiA X estbeaucouppluspetitqueA S onpeutsecontenterdelarelationapprochée:

m X
∼= m

∗
S

AS

AX
(17.3)

Ayantainsicalculém X ,ilestfacile,connaissantlamassed’échantillonutilisée,deremonter
àlaconcentrationdeXdansl’échantillon.

Letraceurdoitêtreuniformémentmélangédansl’échantillonetl’étapederéextraction
doitportersurdesquantitéssuffisantespourquel’erreurneproviennepasdespesées.Un
telprocédén’estutilisablequepourdoserdescomposésdontlaconcentrationestsuffisante
pourquel’onpuisseenrécupérerunefraction.Silaconcentrationducomposéàdoserest
faible,sarécupérationàl’étatpur,mêmepartielle,peutdevenirdifficile.L’adaptationdela
méthodeauxtrèsfaiblesquantitésfaitl’objetdesparagraphessuivants.
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Laméthodeprécédenteprendlenomdedilutionisotopiqueinverselorsquelecomposé
àdoserestdéjàsousformeradioactive.Leprincipeestlemême:oncomparel’activitédu
produitàdoser(mesuréesurunefractionisoléedeceluici),avantetaprèsdilutionavecle
composénonmarqué.Lescalculssontidentiques.

17.3MÉTHODESUBSTŒCHIOMÉTRIQUE

Lesexpressions17.2ou17.3montrent qu’il n’est pasnécessairepourcalculer m X de
connaîtreA X et AS, sionpeutaccéderdirectementàleurrapport. Cetteobservationest
exploitéequandl’analyteestentrèsfaiblequantité, doncimpossibleàrécupérersoussa
formeinitialeparunprocédétraditionnel.

Laméthodeconsisteàfaireundérivéinsolubleducomposéàdoserpourpouvoirenré
cupérerunepartie.Onreproduirademanièreidentiquelaréactiondedérivatisationsurle
standardmarquéseul(blancanalytique),puissurl’échantillon,afind’obtenirunmêmedé
rivé.Cetteméthode,ditesubstœchiométrique,préfigurelaméthodeimmunochimiquepour
ledosagedetraces.

Soitàdoserl’ionsulfateprésentàl’étatdequelques%dansunesolutionaqueuse.Après
avoiradditionné,entantquemarqueur,unequantitéconnuede 35SO2−

4 ,onajouteunesolu
tiond’unseldebaryum(formationdeBaSO 4 insoluble)enquantitéinsuffisanteparrapport
àcellequ’ilfaudraitpourprécipitertoutl’ionsulfate.Encomparantl’activitéduprécipité
recueilliaveccelleduprécipitéobtenuàpartird’unemêmequantitédesulfatemarquéseul,
dansdesconditionsexpérimentalesidentiques,onendéduiralerapportdesactivités,donc
laquantitédesulfate(dilutionisotopiqueinverse).

17.4TESTSRADIO-IMMUNOLOGIQUES(RIA)

Laméthodologieprécédente, illustréeparledosagedel’ionsulfate, aététransposéedès
1960audosagedel’insulinedanslesérum. Laméthodequi aprislenomderadio
immunologie,estuneapplicationdel’immunochimieinvitro.

L’idéedebaseest desépareraprèsmélangelecomposéfaisant l’objet dudosageau
moyend’unréactifultraspécifique(anticorps),rendantpossiblel’étuded’échantillonscom
portantdesmilliersd’autressubstances.Cetteapprocheaconduitauximmunodosagesqui
ont prisunessorfabuleuxenbénéficiant dudéveloppement dugéniegénétiqueet dela
biochimie.

Commedanslaméthodeprécédente, onmélangeàl’échantilloncontenant l’analyte,
unequantitéconnuedecemêmeanalytesousformemarquéeàl’aided’unradioisotope
(fig.17.1).Ensuite,pourisolerunefractiondumélangedesdeuxformes,marquéeetnon
marquée,onajouteunanticorpsspécifiquedececomposéafindecapterunpeudesdeux
formes.Ellesserontdanslemêmerapportmolairequ’ensolution.L’anticorpsétantajouté
enquantitésubstœchiométrique,onsépareralemélangecomplexéparprécipitationavant
deprocéderàsoncomptage.

Laradioimmunologie—restéeuneméthodedechoixpourcertainesétudesdeméde
cineclinique—areçupeud’applicationspourledosagedesmoléculesdefaiblemasses
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moléculaires. L’utilisationdesubstancesradioactivesn’yestpasétrangère. Enrevanche,
laméthodeestcourammentappliquéeàdespetitesmoléculesmarquéesavecuneenzyme
(cf.§17.7),notammentpourdesd’applicationsdansledomainedel’environnement.

+

composéàdoser
composémarquépar
unradio-isotope
autrescomposés

anticorpsspécifique

21 3 4

1-échantillonàdoser
2-ajoutdumarqueur
3-ajoutdel'anticorpsspécifique
4-séparationaprèsprécipitation

etéliminationdusurnageant

Figure17.1Testderadio-immunologie.
Lesdifférentesétapes.

17.5MESUREDESACTIVITÉSRADIO-ISOTOPIQUES

Lesméthodesprécédentesimposentdefairedesmesuresderadioactivité,sourcedeconta
minationspossibles.Ellesnécessitentdoncunenvironnementparticulier,soumisàautori
sationpourêtreendroitdemanipulerlessubstancesradioactives.

Constantederadioactivité l etactivitéA. Toutradionucléide, quelquesoitletype
derayonnementauquelildonnenaissance,estcaractériséparsapériode t,tempsaubout
duquellamoitiédesatomesconstituantlapopulationdedépart(àl’instantinitialt = 0)s’est
décomposée.LaloidedécroissanceradioactivepermetdecalculerlenombreNd’atomes
restantautempst,pourunepopulationcomportantaudépartN 0 atomes.Laformeintégrée
decettelois’écrit:

N = N0 · exp [−l t] avec :
t = ln2 / l (17.4)

l (unité:temps
−1)estlaconstanteradioactiveduradionucléideconsidéré.Orcen’estpas

Nquiestconnu,maisl’activitéA(A = dN / dt),expriméeenbecquerelsBq(1Bq = 1
désintégrationparsecondeet1curie,Ci = 3,7 × 1010 Bq).L’activité,accessibleparcomp
tageaumoyend’undétecteurapproprié,esteneffetenrelationdirecteaveclaconcentration
duradionucléide:

A = l ·N

17.5.1Moléculesmarquéesradioactives

Seulslescomposésoulesélémentsdisponiblessousformemarquéesontsusceptiblesd’être
dosésparcetteméthode.

Dessociétésspécialiséesfabriquentàfaçondesmoléculesorganiquesmarquéessurunde
leursatomes(C,H,S...).L’activitéatteintenviron60mCi/mmol,lorsquechaquemolécule
individuelleestporteused’unatomede 14Cenunsitedonné(fig.17.2).
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Danslamesuredupossibleonpréfèrele 14Cau 3H(tritium)facilementéchangeableet
dontl’autoradiolyseentraînedesdifficultésdeconservationdesmoléculestritiées.

*
*

*
H

Me

Me

Me

O Me

HO

N

O
N

N

N

caféine cholestérol AZT

Me

Me

Me

Me
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H

HH

N3

N

HN

O

O

HOCH2

Figure17.2Troismoléculesmarquéesenunseulsiteavecle 14C
Ceradio-isotopeaunepériodesuffisammentlonguequi permetunstockageaiséet
évitedeprendreencompteladiminutiond’activitéaucoursdudosagepardécroissance
naturelle.

Tableau17.1Caractéristiquesdesprincipauxradio-isotopes.

Isotope Période Type Energie(MeV)
3H 12,26ans b

− 0,02
14C 5730ans b

− 0,156
32P 14,3jours b

− 1,7
35S 88jours b

− 0,167
125I 60jours C.E.I

∗
0,149

(*)captureélectroniqueinterne,cf.13.3.2

Le 14Cutilisépourpréparerlescomposésmarquésprovientdel’irradiation,dansunré
acteurnucléaire,deciblessolidescontenantdesatomesd’azote(nitrured’aluminiumoude
béryllium),pardesneutronsdefaibleénergieditsneutronsthermiques,résultantdelafission
contrôléed’atomesde 235U.Leradiocarboneforméestensuiteisolédelacibleaprèsoxy
dationàl’étatdeBa 14CO3,formesouslaquelleilestlivréauxchimistes.Àpartirde 14CO2,
ilesteneffetpossibled’utiliserl’arsenaldesréactionsdelachimieorganiquepoursynthé
tiserdifférentscomposésdanslesquelsleradioisotopepeutêtreintroduitenuneposition
spécifique.

17.5.2Instrumentsdecomptageparscintillation

L’énergiedurayonnementdesradioisotopeschoisisétantsouventinsuffisantepourtraver
serlafenêtred’uncompteurGeigerMüller,latechniquedecomptageconsisteàmettreen
solutionlecomposéavecunscintillateur, baptiséfluor, quitransformelerayonnement b
enuneluminescenceproportionnelleaunombredeparticules b émises.L’échantillonest
dissousdansunsolvant(toluène,xylèneoudioxane—cedernierpourlesproduitssolubles
dansl’eau)quijouelerôlederelaispourtransférerl’énergieauscintillateur.Lemélange
descintillationestconstitué,parexemple,dePPO(2,5diphényloxazole—émissiondans
l’UV)etdePOPOPpouruneémissiondanslevisibleplusfavorableauphotomultiplicateur
(fig.17.3).Lerendementquantiquedépenddel’énergiedesparticules.
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PPO POPOP

N

O

N

O

N

O

Figure17.3Deuxexemplesdescintillateurscourants:lePPOetlePOPOP.

Unétalonnagedudispositifdecomptageestnécessaire.Unepartiedel’énergiedégagée
parl’émissiondelaparticule b

−
est eneffet absorbéesansêtretransforméeenphotons

(piégeagechimique).Enoutre,unepartiedesradiationslumineusespeutêtreaussiréabsor
béeparlasolutionsilesspectresdefluorescenceetd’absorptionontunepartiecommune
(piégeagecoloré,cf.chapitre11).

Aprèsavoirtraverséunfiltrepourdélimiterunebandepassante,lesphotonssontcomptés
pendantuntempsdonné, parunoudeuxphotomultiplicateurstravaillantencoïncidence
(fig. 17.4). EnCLHP, pourprovoquerlafluorescencedanslacelluledemesure, onfait
arriverconjointementlaphasemobileéluéeetlescintillateurliquide,oubienonfaitpasser
laphaseéluéedansuncapillairedontlaparoiestfaited’unverrescintillant.

flaconéchantillon

préamplificateurs

porte
"AND"

PMn°1

comptage

PMn°2

1-échantillon
2-tubedemesure
3-écrandeplomb
4-puitsdescintillation
5-tubephotomultiplicateur(PM)

2

3

4

5

1

Figure17.4Systèmedecomptage.
a)appareilcomportantunpuitsdecomptageetunphotomultiplicateurpourmesurer
laluminescenceproduiteparl’échantillonmélangéàuncocktail descintillation(en
milieuaqueuxounonaqueux);b)appareilpourmesurerl’activitéd’unradio-isotopede
faibleénergieparlaméthodedescoïncidences.Uneseuleparticuleb produitplusieurs
centainesdephotons.Onpeutdoncendétecteruncertainnombreaumêmeinstant
avecdeuxPMenopposition.Lecomptagen’alieuquesi lesdeuxPMfournissentun
signaldontledécalagen’excèdepasquelquesnanosecondes.

Lestraceursradioactifsposentdesproblèmesd’expositionetdetraitementdesdéchetsqui
fontcourirdesrisquesspécifiquesàl’environnementetauxpersonnesquilesmanipulent.
Leurutilisationestdoncsoumiseàdesrèglestrèsstrictes.L’obtentiond’unelicencepour
détenirdescomposésradioactifspasseparunexamendeslocauxquidoiventrépondreà
certainesnormesauniveaudesrejets.Lesprécautionshabituelles,telqueletravailavecdes
gantsderrièreunécrandeprotection,enutilisantdesactivitéstotalesfaiblesetsipossible
desémetteursdefaibleénergie, suffisentàévitertoutdangerd’irradiationexterne. Parmi
lesradioisotopeslesplusutilisés,seulle 35Sémetunrayonnement g deforteénergie.Un
écrantransparentenplexiglas,dopéauplomb,de1cmd’épaisseur,suffitàseprotégerdes
activitésfaibles(inférieuresà1MBq).Maisilfautêtreattentifauxrisquesdecontamination
interne:unradioisotope,mêmedefaibleénergie,esttrèsdangereuxlorsqu’ilsefixedans
l’organisme.Iln’yapasderelationsimpleetdirecteentrel’intensitéd’irradiation(Bq)et
ladosed’irradiation(Sievert), celleciétantfonctiondelaquantitéd’énergiequecèdele
rayonnementparunitédemasseàlasubstanceirradiée.
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17.6ANTIGÈNESETANTICORPS

Lestestsradioimmunologiquesainsi quelestestsimmunochimiquesELISA (1) qui sont
décritsciaprès(§17.7)nécessitent.lerappeldequelquesnotionssurlesanticorps,parce
quelachimieetl’immunologiesontdeuxdisciplinesdisjointes.

L’introduction,dansl’organisme,d’unesubstanceétrangère(antigène)demassemolécu
lairesuffisante(M > 5000Da),suscitelaproductiondebiomoléculesappeléesanticorps.
Cesontdesglycoprotéines,appeléesimmunoglobulines(principalementdesIgG).

Antigènesetanticorpss’agglutinentlesunsauxautres.Lesforcesquileslientsontdues
auxliaisonshydrogèneetauxliaisonshydrophobes.Lacohésionestassuréeégalementpar
lapressionhydrostatiqueexercéeparlesmoléculesd’eauvoisines.

L’antigèneinduitnonseulementuneréponseimmunitaire,maisréagitavecl’anticorps
qu’ilafaitapparaîtredansl’organismevivant.Cesdeuxpropriétéssontdifférentes.Ainsi
lespetitesmoléculesorganiquescommelespesticidesnesont pascapablesd’induirela
productiond’anticorps.Enrevanche,ellesréagissentsidesanticorpsadaptéssontdéjàpré
sents:cesontdeshaptènes.Pourgénérerlesanticorpspropresàceshaptènes,ilfautcoupler
cesderniersparliaisoncovalenteàdesprotéinestransporteuses(BSAouHSA«Bovineou
HumanSerumAlbumine»),ouàdespolysaccharides.L’haptènedoitdoncavoirdesgrou
pementsréactifs.Ilestévidentquecettemodificationdestructurenedoitpasinfluersurla
spécificitédel’anticorpsproduit.

Anticorpspolyclonaux. Lamiseaupoint desanticorpsest unephasedifficile. Si
uneseulemoléculed’haptèneétait liéeàuneprotéineporteusetellelaprotéineBSAde
66000Da, l’anticorpsquiseformeraitseraitsurtoutdirigéverslesépitotes(désigneles
partiesdelaprotéinequidéclenchelaproductiond’anticorps).Oncherchedoncàenfixerle
pluspossible(plusieursdizaines).Ainsi,lesanticorpsobtenusdeviennentmajoritairement
spécifiquesdel’haptène.Pourcela,oninjectedemanièresouscutanéeouintradermiqueà
5ou6souris,ratsoulapins,l’haptènegrefféàlaprotéineporteuseaccompagnéed’additifs.
Cetteprimoinjectionenplusieurspointscorrespondàenviron100 mgdepesticide. Les
animaux,mêmes’ilsontunpatrimoinegénétiqueidentique,neréagissentpasdelamême
façon. Deuxsemainesaprèsonrecommenceavec5foismoinsd’immunogèneet deux
semainesplustardonprélèvedusangàcesanimauxpourvoirsil’anticorpsestapparu.On
répète2ou3foisencorecesinjections,afindecréerunehyperimmunisation.Lesérumde
cesanimauxestalorsdevenuunesourcedel’anticorpscherché,detypepolyclonal.

17.7LAMÉTHODEDEDOSAGEIMMUNOENZYMATIQUE(EIA)

Uneautreformedemarquagenefaisantpasappelàunisotoperadioactifconsisteàutiliser
uneenzyme.Danscecasl’étiquette(l’enzyme)esténormeparrapportàlamoléculeàdoser.
Commelesconcentrationssonttrèsfaibles,larécupérationfaitappelàunanticorps.C’est
undosageimmunoenzymatique,dontlaméthodologielaplusconnueestcelledestestsde
typeELISA.

(1)EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay.
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17.7.1Conduited’untestELISAaveccompétition

1. Danslapremièreétape(fig. 17.5)onintroduit unesolutiondel’échantillon, ouune
solutionétalonducomposéàdoser,dansuntube(ouunecuvettedemicroplaque)àfond
transparentdontlaparoidematièreplastiqueaétésensibilisée,c’estàdirerecouverte
del’anticorpsadaptéfixéàlasurfaceparadsorption.

2. Onajouteensuiteunvolumeconnud’unesolutiondecemêmecomposé,reliéparli
gationcovalenteàuneenzyme(ceconjuguéenzymatiqueestsouventlaperoxydasedu
radisnoir). Lesdeuxformesducomposéentrentenconcurrencependantladuréede
l’incubationpoursefixersurlesanticorpsqueportelaparoi.

3. Aprèsuncertaintempsd’incubation(ex.30min.),lestubessontlavésàplusieursre
prisesavecdel’eau.Seuleslesmoléculesfixéesrestentdanslestubes.Laquantitéde
composéassociéàl’enzyme,serad’autantplusgrandequ’ilyavaitpeudececomposé
àl’étatlibredansl’échantillon.

4. OnajoutemaintenantlesubstratSspécifiquedel’enzymeainsiqu’unchromogèneC,
destinéàréagirsurleproduitderéaction(ex.tétraméthylbenzidine).

5. L’enzymefixéevatransformerungrandnombredemoléculesSenespècesP,quivont
réagiravecCpourdonneruncolorant.Lefacteurd’amplificationdel’enzymerendce
typedetesttrèssensible.Moinsilyadecomposéàdoserdansl’échantillon,plusilya
d’enzymefixéeetpluslacolorationestforte.

6. Enfinonarrêtelaréactionauboutd’untempsassezcourtenajoutantunacidefortqui
détruitl’enzyme.Ilresteàprocéderàlalecturedutestavecuncolorimètre.

Laperoxydaseduradisnoir(ouHorseradishperoxidase,M = 44000Da)eststableetré
active.Ellepossède4résiduslysinequineparticipentpasàsonactivité,etquiserventàson
couplage.Commesonnoml’indique,unsubstrat Sdecetteenzymeestleperoxyded’hy
drogènequ’elledécomposeenfaisantapparaîtredel’oxygènequiréagitsurlechromogène
(TMB, tétraméthylbenzidine). Enprésencedeluminol, il apparaît unechimifluorescence
stablependantplusieursminutesàl’originededosagesextrêmementsensibles.

S
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Figure17.5Lesdifférentesétapesd’untestimmunoenzymatiquedetypeELISAaveccompétition(voir
texte).Enanalyseclinique,ilexistedenombreuxdosagesdecetype.
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Cetteméthodologieclassiquedesbiologistesestutiliséedansledomainedel’environne
mentetdel’agroalimentaire(pesticides,anabolisants,aflatoxines,HPA).Onnepeutcepen
dantdoserquelescomposésdontondisposedel’anticorpsadaptéetduconjuguéenzyma
tique.

17.7.2Larelationabsorbance/concentration

AppelonsNlenombretotaldesitesd’encragesurlaparoi,n
∗

lenombredemoléculesmar
quéesfixées,C

∗
laconcentrationdel’espècemarquéedanslasolutionetClaconcentration

inconnuedel’espècenonmarquéeàdoser.
Lenombredesitessurlaparoiesttrèspetitdevantlenombredemoléculesensolution.

Lesdeuxespècesmarquéeet nonmarquéevont doncsefixersurlesanticorpsdansle
rapportdeleursconcentrationsensolution(fig.17.6).

n
∗

N − n∗ =
C

∗

C
= R (17.6)

L’absorbanceAétantproportionnelleàn
∗
,onauraA = k.n

∗
,soitaprèscalcul:

A = k ·N · C
∗

C+C ∗ = k ·N · R
1+R

(17.7)

Enabscisseonportelesconcentrationsetenordonnéel’absorbancerelative(%)dela
solutionparrapportàlavaleurobtenueavecunblanc(touslessitesdel’anticorpssont,
danscecas,occupésparleconjuguéenzymatique).Onremarquequel’absorbancenevarie
paslinéairementaveclaconcentration, maissionchoisituneéchellelogarithmiquepour
lesconcentrations,onobtient,enpremièreapproximation,unepartierectiligne.
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Figure17.6Relationconcentration/absorbancedestestsELISAdutypedécrit.
Lerapportdesdeuxespècesensolutionoufixéessurlaparoi estlemême(ici,il vaut
3).Lalinéaritéenéchellesemi-logarithmiquen’estatteintequedansundomaineétroit
deconcentrations.
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Lamesurefinaled’absorbancepeutêtreremplacéeparunemesuredefluorescence(on
réaliseunELISAfluorescent).Danscecasleconjuguéenzymatiquechoisiestunephospha
tasealcalinequiconvertitlesubstratspécifiqueenunproduitfluorescent.

17.8AUTRESTECHNIQUESIMMUNOENZYMATIQUES

LatechniqueprécédenteELISAaveccompétitionenmilieuhétérogèneexistesousplusieurs
variantes.L’uned’elles,miseaupointparlasociétéOhmicron,consisteàfixerdemanière
covalentelesanticorps,nonplussurlaparoimaissurdesparticulesmagnétiquesd’environ
1 mm(fig.17.7).Cetteméthodeapouravantagesque:
 laquantitéd’anticorpsàmettreenjeun’estpaslimitéecommec’estlecaspourlaparoi

dutube;
 laréactionanticorps/antigèneestfavoriséecarlesdeuxpartenairessemélangentmieux.

Lemilieuestàmicheminentreunephasehomogèneetunephasehétérogène.

E

E

E

procédéOHMICRON procédéEMIT

conjuguéenzymatique
inactivélorsquefixéanticorpsfixé
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Figure17.7LesprocédésOHMICRONetEMIT,variantesdel’ELISAdebase.

Letestsedéroulecommeprécédemmentàladifférenceprèsquel’anticorpsétantfixéaux
particulesmagnétiques,onappliqueaprèsincubationetavantlavageunchampmagnétique
pourcollerlesanticorpsàlaparoi.

Uneautreméthodeenphasehomogène,reconnuepourdoserdesmédicamentsetdeshor
monesestdésignéeparEMIT(EnzymeMultipliedImmunoassayTest,deSyvaBiomérieux).

Dansletubecontenantl’anticorpslibre(nonfixé),onajoutel’échantillonetunequantité
connuedel’antigèneavecsonenzyme(leconjuguéenzymatique).Ilseproduitlacompé
titionhabituelle,exceptéquel’antigèneconjugué,fixéparl’anticorps,perdsespropriétés
enzymatiques.Ainsionévitel’étapedelavageetonajoutedirectementlesubstrat.Laco
lorationestduecettefoisàlafractiondel’enzymenonfixée.Moinsilyauradecomposé,
plusunepart importantedel’enzymeseradénaturéeaucontact delaparoi, et moinsla
colorationseraforte.
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17.9AVANTAGESETDÉFAUTSDESTESTSELISAENCHIMIE

LesdiversestechniquesELISAdonnentdesrésultatsprécisetfiables. Lesrésultatssont
obtenusplusrapidementqueparchromatographie.Ilssontsurtoutdestinésàéliminertous
leséchantillonsnégatifsqu’iln’estdoncpasutiledesoumettreauxétapesd’extractionpuis
d’analysechromatographique.Ilsontcependantquelquesinconvénients:

1. Lareconnaissanceéventuelledeplusieursmoléculesavecdessensibilitésdifférentes
estunesourcededispersiondesrésultats.Ilexistedoncunrisquederéactioncroisée
(unfauxpositif).

2. Lagammedemesureestétroite.Dèsquelaconcentrationaugmente,onsetrouvedans
unezonedemoindreprécision(effet del’échellelogarithmiquepourlesconcentra
tions).Ondoitdonctrouverlabonnedilutiondel’échantillon.

3. Lesmicroplaquesdoiventcomporterdespuitscontenanttouslamêmequantitéd’an
ticorps, aveclamêmeréactivité, cequi est techniquement difficile. L’immunisation
d’unanimaldelaboratoireestunévénementsingulier, cequiexpliquequelesrésul
tatspuissentdifférerd’unkitàunautre.

4. Laconservationdeskitsdoitsefaireaufroid. Elleestlimitéedansletemps, surtout
pourlesanalysessurleterrain.

5. Ondoittenircomptedansleprixderevientdecestests,desessaisendouble,desstan
dards.Cesanalysesnedeviennentrentablesquepourunnombreimportantdedosages.

17.10FLUORO-IMMUNOLOGIE(IFA)

L’emploi d’unanticorpsmarquéavecundérivéfluorescent dérivédelafluorescéine, de
larhodamineoud’uneluminarine,estutilisépournombred’immunoglobulineshumaines
et animales. Enrevanche, latranspositiondeceprincipeaudomainedestestsimmuno
chimiquesdecomposésorganiquessimplesestencorequasiinexistante.Onpeutcraindre
qu’ilseproduiseunediscriminationentrelesespècesmarquéesetnonmarquées,lorsqu’on
récupèreparunprocédéphysicochimiqueunepetitemoléculeorganiqueainsiétiquetée.Il
existedoncpeud’exemplesdedosagescomportantunerécupérationsuivied’unexamende
lafluorescence.

Sousletermed’immunofluorescencesontregroupéesplusieurstechniquesdediagnostic
quinecorrespondentpasàdesdosagesmaisàlamiseenévidence,àl’examenaumicro
scopesouséclairageenlumièreultraviolette,decertainespartiesdelapréparationobtenue
parréactionavecundérivéfluorescenttell’isocyanatedefluorescéinetrèsutiliséenbiochi
mie.
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17.11MARQUAGEAVECUNISOTOPESTABLE

Lechampd’applicationdelaméthodededilutionisotopiques’étendauxdosagesutilisant
desmarqueursnonradioactifsenfaisantappelàladétectionparspectrométriedemasse
ouparRMN,pourdéterminerlesvariationsdesconcentrationsisotopiques.Elleestutili
séeaussibienpourlesespècesmoléculairesquepourlaplupartdesdosagesd’éléments
(unesoixantaineontdesisotopesstables). Ellepermetd’atteindrelesultratracescar, àla
différencedumarquageradioactif,pourlequelledosageestbasésurladétectiondesseuls
atomesquisesontdécomposéspendantletempsdelamesure,icicesonttouslesatomes
marquésquisontprisencompte.Lesspectromètresdemasseisotopiquessontadaptésàces
mesures.

SoitàdoserdestracesdecaféinedansunéchantillonparlaméthodecoupléeCLHP/SM.
Oncommenceparfaireunesolutiondecetéchantillondanslaquelleonajouteunequantité
connuedecaféinemarquéed3 (2) ParanalyseCLHP, ces2caféinesont mêmetempsde
rétention.Aucoursdeleurcoélution,ledétecteurmesureenalternancelesintensitésdes
picsm / z = 194etm / z = 197.Onobtientdeuxpseudochromatogrammes(fig.17.8),
l’undupic194etl’autredupic197,dontlesaires,moyennantétalonnage,permettentde
déterminerlaconcentrationdelacaféine.
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Figure17.8DosageparCLHP/SMdelacaféinepardilutionisotopique.

L’isotopestableutilisécommetraceurestledeutériumD.Lacaféine− d3 estissuede
laméthylationdela1,3-diméthylxanthineparICD3.

(2)Parsynthèseilestpossiblederemplacer,danslacaféine (m = 194u) ,les3Hdugroupement N − CH3 ducycleà
5chaînonspar3atomesdedeutérium(D).Ondisposeainsidecaféinemarquéedemasse 197u .
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17.12ANALYSEPARACTIVATIONNEUTRONIQUE(NAA)

Unesoixantained’élémentspeuventêtreidentifiésetdosésaprèsavoirététransformésen
radioisotopesdecesmêmesélémentsparirradiationaumoyendeparticules.Cetteméthode
demarquage,dontlasensibilitédépenddel’élément(de1000ppmauppb),faitpartiedu
domainedel’analysenucléairemultiélémentaire.L’activationpardesneutronsestlaplus
employéecarlatechniqueestcomparativementplusfaciled’accèsquecellesfaisantappel
auxparticuleschargées.Lacaptured’unouplusieursneutronsparunnoyaucibleconduità
desisotopesdemassessupérieuresdel’élémentcorrespondant,dontcertainssontinstables
etsedécomposentgénéralementparradioactivitédetype b

−
(voiréquationcidessous).

Laradioactivitétotale, qui naît auseind’unéchantillonformédeplusieurséléments—
chacunconstituéd’unefamilleisotopique—conduitévidemmentàunspectred’émission
complexe.

A
Z X+ 1

0n −→ A+1
Z X

∗ b
−

−→ A+1
Z+1Y

L’activitétotaledel’échantillondiminueavecletemps,ensuivantunecourbecorrespondant
àl’enveloppedesactivitéssuperposées(àdécroissanceexponentielle)dechaqueradionu
cléideprésent.Cetteactivitéglobalenepermetpas,saufcasexceptionnel,deretrouverla
naturedesélémentsformés.

Lespectre b
−

étant continu, onnepeut reconnaîtrelacompositiondesélémentspar
lesimpleexamendurayonnement. Onrechercheplutôt l’émission g, caractéristiquede
chaquenucléide, quiaccompagnel’émission b

−
. Cerayonnementdonnenaissanceàun

spectresituédanslemêmedomainequeceluidelafluorescenceX.

17.13SOURCESDENEUTRONSTHERMIQUES

Laprobabilitédeprovoquerunetransformationnucléairedépenddunucléideetdel’énergie
desneutrons,facteursréunisdansunparamètreappelésectionefficace.Parmilesprocédés
connuspourirradierunéchantillonavecdesneutrons,figurelerecoursauxfluxintenses,
de10 14 à10 18 neutrons·m

−2 ·s
−1, disponiblesdanslesréacteursnucléairesd’aumoins

100kW. Pourunanalytedontlaconcentrationesttrèsfaible, onatteintenquelquesmi
nutesdesniveauxd’activationsuffisants, mêmesil’isotopeforméàunepériodelongue.
Leprocédéimposequelquesrestrictionsconcernantl’échantillonàtraiter.Celuicidoitêtre
thermiquementstableetdepréférencesousformesolide.Ilestenfermédansuntubeavec
untémoindeconcentrationconnueàusaged’étalon,avantd’êtreintroduitdansleréacteur
pourvud’emplacementsd’irradiation.

Pourévitercescontrainteslogistiquesetcoûteuses,depetitessourcesdeneutronsconsti
tuéesd’unémetteur a (quelques mgde 241Amoude 124 Sb)encapsulédansuneenveloppe
debérylliumontétédéveloppées.L’équationnucléairegénératricedeneutrons,estlasui
vante: 4

2He+ 9
4Be −→ 12

6C+ 1
0n

Unevarianteest constituéeparquelques mgde 252Cf( t = 2,6ans, sourcedeneu
tronsrapides(2MeV),ralentisparcollisionsurdesatomesd’hydrogène(2 ,4·106 neutrons
·s

−1 · mg
−1).Cessourcesdefaibleintensitélibèrentquelquesmillionsdeneutronsparse

conde.Ellespermettentdedoserunevingtained’éléments.
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17.14ACTIVITÉINDUITE—DURÉED’IRRADIATION

Lenombred’atomesradioactifsN
∗

quis’accumulentdansl’échantillonaucoursdel’irra
diationtendversunelimite:àchaqueinstant,l’augmentationdunombredesnoyauxN

∗
est

égaleàladifférenceentrelavitessedeformation,considéréecommeconstante(lenombre
denoyauxcibleNétanttrèsgrand)etcellededécomposition:

dN
∗

dt
= w·s ·N − l ·N

∗
(17.8)

wreprésentelefluxdeneutrons, l laconstantededécroissanceradioactive, s lasection
efficacedechaqueatomecibledontlenombreest N. Cenombreestluimêmereliéàla
massemdelafractionisotopiquef del’élémentconsidérédemasseatomiqueM.Si N
représentelenombred’Avogadro,ona:

N =
m
M

·N· f (17.9)

Uncalculclassiquepermetdetransformerlaformulationélémentaire17.8enformeinté
grée,pourévaluerlenombred’atomesN

∗
présentsaprèsletempst:

N
∗

=
w·s ·N

l
(1 − exp [−l t]) (17.10)

L’activitéinduiteautempstcorrespondantàA = l ·N
∗
,onaboutitàl’expression:

A = w·s ·N (1 − exp [−l t]) (17.11)

Letermeentreparenthèsesestappeléfacteurdesaturation. Iltendrapidementvers1
lorsquet augmente.Ainsi,pourt = 6t,l’activitéatteint98%delavaleurlimite.Expéri
mentalementonnedépassejamaisuntempsde4ou5périodesduradioélémentapparu.On
préfèreréservercetteméthodeauxradioélémentsdecourtespériodes.

17.15DÉTECTIONPARCOMPTAGE—PRINCIPEDESMESURES

Lechoixduprocédédedétectiondépenddelanaturedel’émetteuret delacomplexité
duspectreémis. Lasolutionlaplusperformanteconsisteàenregistrerlespectre g qui
accompagnelaplupart desémissions b

−
desradionucléidesprésentsdansl’échantillon

aprèsactivation(fig.17.9).

Àladifférenceduspectre b
−

,continuenénergie,cequinepermetpasdereconnaître
l’élémentencasdemélange,lespectre gestquantifié,doncplusfacileàidentifier.

LecapteurestsoituncristaldeNaI(Tl)quiagitentransformantlephoton genunelumi
nescencedontl’intensitéestproportionnelleàl’énergieduphoton,dumoinssilephoton g
estentièrementabsorbéparlecristal.Lefonctionnementestsemblableàceluidesscintilla
teursliquidesutiliséspourle 14C,oubiens’ils’agitd’uncristaldeGe(Li),ilsecomporte
commelegazderemplissaged’untubedeGeigerMüller.
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17.16APPLICATIONS

Sil’étalonetl’échantillonontétéirradiésensemble,parconséquentdanslesmêmescondi
tions,l’activitéspécifiquedel’élémentXseralamêmedansl’échantillonetdansl’étalon.
L’activitétotaleétantproportionnelleàlamassedeX,onécrira:

(MassedeX )échantillon = (MassedeX )étalon =
(Act.totale )échantillon

(Act.totale )étalon
(17.12)

L’applicationdelarelationprécédenteestvalablesilerayonnementinduitestsimple,
ousiondisposed’unappareildecomptagemunid’unfiltrepermettantd’isolerlerayon
nementdûauseulélémentàdoser.Maissouventlamatriceellemêmes’activeetémetun
rayonnementquivientsesuperposeràceluiquel’onveutévaluer.Enintroduisantundélai
entrelafindel’irradiationetl’étapedecomptage,onélimineainsitouteslesinterférences
duesàdesémetteursdecourteduréedevie.

Supposons,parexemple,qu’onveuilledoserdestracesdeferdansunéchantillond’alu
minium. Le 59Fe( t = 46jours)estcaractériséparuneémission g à1 ,29MeV, maisau
coursdel’irradiation, l’aluminiumdonnenaissanceàdu 24 Na, responsabled’uneraie g
situéeà1 ,37MeV,parlaréaction 27Al(n ,a) 24 Na( t = 15heures).Pourlaisseràl’alumi
niumletempsdedisparaître,ondiffèrelamesuredequelquesjours.

Quandl’échantillonlepermet, onpeut également séparerleradioélément àdoserpar
latechniquedel’entraînement,avecunisotopestabledecetélément.Lemêmetraitement
effectuésurl’étalon,conduitàévaluerlerendementdel’extraction.Onnormaliseensuite
lerésultatà100%.

L’activationneutroniqueestuneméthoded’analysepeucourante(fig. 17.9). Parmiles
exemplesd’applications, onpeutciterlacaractérisationdesmatériaux(métauxdehaute
pureté,semiconducteurs...),l’étudedelarépartitiondesélémentschimiquesdesmatériaux
fossiles,l’analysed’ultratracesenarchéologieoulesétudesgéologiquesetvolcanologiques.
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Figure17.9Uneapplicationnonconventionnelledel’activationneutronique.
Lorsqu’ils’agitdedétruiredesobusd’armechimique,ilarrivequ’onutilisel’activation
neutroniquepourenconnaîtrelecontenu.Cedessin,reproduitavecl’autorisationde
lasociétéEG&GOrtec,illustreleprincipegénéral delaméthode.Encartouche,une
petitepartieduspectre g d’unobuscontenantunagentchimiqueazoté,obtenuen
quelquesminutes.
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372 Exercices

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice17.1
Pourdoserlapénicillineprésentedansunepréparationcommerciale,onutiliseunepénicil
linederéférence,marquée,dontl’activitéspécifiqueestde75000Bq.

Onajoute10mgdepénicillinemarquéeà500mgdel’échantillon.Aprèstraitementonré
cupère1,5mgdepénicillinedontl’activitémesuréeestde10Bq.Calculerlaconcentration
(pourcentagemassique)depénicillinedanslapréparationainsidosée.

Exercice17.2
Lapatuline(C 7H6O4)estuncomposédangereuxpourlasantéhumainequ’onpeuttrouver
danslesjusdepommesoudepamplemoussesavariés.Actuellementlaméthodecourante
dedosagefaitappelàuntestimmunoenzymatiquedetypeELISA.Lasolutionétalonest
constituéeparunesolutionaqueuse,préparéejusteavantemploietcontenant1 ,54mg ·L

−1

depatulinepure.

Dansletestdécrit, onutilisequatretubesidentiquesdontlaparoiinterneestrecouverte
del’anticorpsadapté. Touslestubessuiventlemêmetraitement, seulediffèrelasolution
introduiteaucoursdelapremièreétape.Onintroduit:

–tube1(leblancanalytique):2mLd’eaupure;

–tube2:1mLd’eaupureet1mLdelasolutionétalonnondiluée;

–tube3:1mLd’eaupureet1mLdelasolutionétalondiluéeà50%;

–tube4(l’échantillon):2mLdujusdefruitfiltréaprèsavoirétédilué2foisavecdel’eau.

Onajouteégalementdanschaquetubeunemêmequantitédelasolutiondeconjuguéenzy
matiqueainsiquelesautresréactifsnécessaires.

AprèsréactionlesabsorbancesAdestubessontlessuivantes:
–tube1 A = 1,03; –tube2 A = 0,47;
–tube3 A = 0,58; –tube4 A = 0,50;

a) Calculerlaconcentrationenppmdelapatulinedanslasolutionétalon.

b)Calculerlespourcentagesd’absorbance(dénommésles%d’inhibition)dessolutionsdes
tubes2,3et4parrapportautube1.

c)Expliquerpourquoil’absorbancedutube1estplusgrandequecellesdesautrestubes.

d)Calculerlesconcentrationsdepatulinedanslestubes2et3enmg ·L
−1.

e)Calculerlaconcentrationenmg · L
−1 ainsiqu’enppbdelapatulinedanscejusdefruit.

Exercice17.3
1.Pour doser l’élément chloreprésent àuneconcentrationtrès faible(del’ordrede
quelquesppm)dansunéchantillond’acierparlaméthoded’analyseparactivationneu
tronique(NAA), ondisposed’unréacteurproduisant unfluxdeneutronsthermiquesde
2 × 1016 n/ m2/ s.
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a)Ecriresousformeexplicite,lesréactionsmisesenjeu,ainsisymbolisées: 35Cl(n,g)36Cl
(émetteur b

−
, t = 3,1 × 105 ans)et 37Cl(n,g)38Cl(émetteur b

−
, t = 37,3min) .

b)Expliquerpourquoionpréfèresebasersurlesraiesd’émission gdel’isotope 38Clplutôt
quesurcellesdu 36Cl.
c)Indiquerdeuxautresméthodesutilisablespourdoserlechloredansunacier.Préciserles
avantagesetinconvénientsdesméthodeschoisiesparrapportàlaNAA.
2.Pouréliminerl’interférencedueaumanganèse( 55 Mn)présentdansl’acierquiconduit
au 56 Mndontlapériodeestde2,58heuresetdontlerayonnementestintense,onséparele
chloreparprécipitationsousformedechlorured’argent.
Procédéopératoiresimplifié. Onirradiepardesneutrons, durant5min, dansleréacteur
et dansdesconditionsidentiques, d’unepart uneprised’essai del’échantillond’acierà
doser,etd’autrepartundisquedepapierfiltresurlequelonapréalablementdéposé100 mL
d’unesolutionà0 ,1g ·L

−1 d’ionchlorure(onavérifiéquelepapierfiltrenecontenaitpas
l’élémentchlore).Aprèsirradiation,l’échantillond’acierestmisensolutionparébullition
dans40mLdeHNO 3 2Mauquelonajoute2 ,00gdeKClsec. Lasolutionrésultanteest
additionnéede50mLd’unesolutionaqueusedeAgNO 3 à15%.
LeprécipitédeAgClestrécupéré,lavépuisséché.Lesrésultatsducomptagefigurentci
dessous:

prised’essai masse masseAgCl comptageg (1,64MeV)du38Cl

échantillon 0,51gd’acier 3,726 11203

standard 10 mgdeCl 48600

a)Montrerquelenitrated’argentestajoutéenquantitésuffisante.
b)Calculerlaconcentrationenélémentchloredel’échantillond’acier.
Données:N = 14,007;O = 16; Cl = 35,453; K = 39,098; Ag = 107,868g ·mol

−1.

Exercice17.4
Onseproposededéterminerlaconcentrationeninsulineparlaméthodederadioimmu
nologie(RIA)àl’aided’unecourbed’étalonnage. Pourcefaire, onpréparedessolutions
étalonsdelafaçonsuivante:onajouteàdessolutionsdeconcentrationconnueeninsuline
unvolumeconstantd’unesolutiond’insulinemarquéedetellefaçonquelesconcentrations
finaleseninsulinesoientrespectivementégalesà3,5,7et9ng · mL

−1.L’activitétotalede
chaquesolutionestmesuréeégaleà20000coups/min.Unemêmequantitéd’anticorpsest
ajoutéeàchaquesolution. Uncomplexeinsulineanticorpsseforme. Ilestisolépuisson
activitéestcomptée.Lemêmeprotocoleexpérimentalestsuivisurunvolumeconnud’une
solutiondecompositioninconnueeninsuline.Onobtientlesrésultatssuivants:

Ceninsuline 3,0 5,0 7,0 9,0 inconnue

Activité 13245 11111 9852 9091 10100

a)Pourchaquesolution,calculerl’activitédel’insulinenoncomplexée(libre).Endéduire
lerapportinsulinelibre/insulinecomplexée(R / R

∗
).

b)TracerlegraphiqueR / R
∗

enfonctiondelaconcentrationpourlesétalons.Endéduirela
concentrationeninsulinedel’inconnuétudié.
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Chapitre18

Analyseursélémentaires

Certainsélémentsoucomposéssontbeaucoupplussouventdosésqued’autres. Pourré
pondreàcesbesoinsparticuliers,lesspectromètresetchromatographespolyvalentsnesont
pastoujourslesappareilslesmieuxadaptéspourdesraisonsdefacilitéd’emploioudera
piditéd’analyseouencoredecoût.Ainsi,àcotédel’instrumentationclassique,même«cus
tomisée»pardesmodificationslogiciellesoumatérielles,touteunepanoplied’appareils
spécifiquesreposentsurdespropriétésparticulièresauxélémentsouespècesconcernées,
quelquefoisuniques.Lesciblessontvariées:éléments,ions,molécules(soufre,carbone,
oxygène,cyanures,ozone,oxydesd’azote,benzène,HPA...).
Ontrouvecetteanalysespécifiqueinstrumentaledansdesdomainesaussidiversqueles
industriespétrolières,métallurgiques,agroalimentairesoulessecteursdelapollutionat
mosphérique, dessolsetdeseaux, deladétectiondesarmeschimiques, delalutteanti
terroristeetbiend’autressecteursencore.L’instrumentationdesanalyseursspécifiquesest
doncloind’êtrenégligeable.
Cechapitrepasseenrevuequelquesméthodesoriginalesenselimitant auxseulsélé
ments.

18.1ANALYSESPARTICULIÈRES

Quandilfaut assurerdescentainesd’analysesparjour, lesinstrumentsetméthodestra
ditionnellesdelaboratoirepeuvent devenir inapplicables(ex. débit tropfaibleoutrop
grandequantitédedonnéesàtraiter). Unautredomaine, dontlesbesoinsvontcroissants
est celui dessystèmesd’analyseencontinu, travaillant horslaboratoire, pour automa
tiser oucontrôler entempsréel denombreuxprocédésdefabrication. Il existedonc
d’autresinstrumentsquelesappareilsgénéraux, qui correspondent àdessystèmesin
tégrés pour obtenir des informations sur laconcentrationdes constituants. Lapartie
détectiondecesinstrumentsabeaucoupévoluéaveclatechnologiedescapteursqui
s’est imposéepar sadiversitéet qui ont renduleur emploi plusfacilepour unnon
spécialiste.

Parmilesespècesquifontl’objetduplusgrandnombrededemandes,figurentdesatomes
etdesmolécules.Quelquesméthodesmisesaupointpourledosagedesélémentslégers,le
soufrelemercuresontdécritesciaprès.
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18.2ANALYSEÉLÉMENTAIREORGANIQUE

Letrèsgrandnombredecomposésmoléculairescomportant àlafoisl’élément carbone
(C)etquelquesautresélémentslégerstelsl’hydrogène(H),l’azote(N)etl’oxygène(O),
estàl’origined’unedemandespécifiqueetimportantededosagedeceséléments.Lesdif
férentssecteursindustriels(pétroléochimie,pharmacie,agrochimie)ainsiquelarecherche
fondamentalequigravitentautourdelachimieorganiquesontconcernés.

Quandonsynthétisedesmoléculesaumoyenderéactions,oubienqu’onisoledenou
veauxcomposésparextractiondesourcesd’originenaturelleondoits’assurerdelastruc
tureetdelapuretédecescomposés.Pourcelaondoiteffectuerleuranalysepondérale.Il
s’agitdanscecasd’untypeparticulierd’analyse(microanalyseélémentaireorganique)qui
consisteàtrouverlacompositionélémentairecentésimaledelamoléculeétudiée, priseà
l’étatpur. Ledosaged’unseulélémentvoirededeux(CetHleplussouvent)permetde
vérifierlebienfondédelaformulebruteproposéepourunemoléculenonencoredécrite
dontlastructureapuêtredéduitedesonétudespectrale.Parailleurs,encomparantles%
théoriquesdechaqueélémentàceuxtrouvésàpartird’unéchantillond’uncomposédonton
connaîtlaformulebrute,ondéterminesapureté(fig.18.1).

C27H27N3O6S %calculé C62,18 H5,22 N8,06

=521,5g/molM %trouvéC62,02 H5,29 N8,15

Figure18.1Exempledeprésentationderésultatsd’uneanalysecentésimale.

Pourcesélémentsdefaiblemasseatomique,lesméthodesd’absorptionatomique(inopé
ranteparmanquedesourcesadaptées)oudefluorescenceX(manquedesensibilitédûàun
rayonnementdefaibleénergie)neconviennentpas.

Leprinciperetenupourdosercesélémentsestdeprovoquerlacombustiond’uneprise
d’essaidequelquesmilligrammesducomposéenleportantàtempératureélevéeenpré
sencededioxygène.Pourcefaireonutilisedesanalyseursdédiésauxseulsélémentsindi
quésprécédemment.Lesélémentsgénéralementprésents:H,C,N,O,sontrécupéréssous
formedeproduitsd’oxydationgazeux.Ceciapouravantagedelesséparerphysiquement
delamatrice.

L’analyseélémentaireorganiquefournit uneinformationessentielle, maisinsuffisante
pourconnaîtrelaformulebruted’uncomposétotalementinconnu,celapourplusieursrai
sons.D’abordlesappareilssontconçuspournedoserqu’unpetitnombred’élémentsparmi
d’autreséventuellementprésents.Deplus,mêmesional’assurancequetousleséléments
présentsont étédosés, laformulebruten’est connuequ’àunfacteurentierprès(dans
l’exempledelafigure18.1,laformulebruteC 54H54N6O12S2 auraitlamêmecomposition
centésimaleenéléments).Pourlevercetteambiguïtéons’aidedelaspectrométriedemasse
oudelaRMNquidanslaplupartdescas,suffisentdéjàparellesmêmesàtrouverlaformule
brute.Ilfautremarquerenfinquepourtoutcomposé,sonanalysecentésimale,bienqu’en
tachéed’uneerreurexpérimentale,alliéeàlaspectrométriedemasseparexemple,permet
detrouversaformulebruteexacte,lesatomesétanttoujoursennombreentier.©
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18.2.1LesméthodeshistoriquesdePregletSimon

Lesméthodesd’analyseélémentaireactuellesontconservélemêmeprincipedebasedepuis
l’origine(1830).Ilconsisteàtrouverlacompositionducomposéorganiqueàpartirdesgaz
formésaucoursdesacombustion.Dansunpremiertemps,onréaliselacombustionrapide
etàtempératureélevéeducomposéenprésenced’unexcèsdedioxygène.Ilseforme,siles
élémentsC,HetNsontprésents,dudioxydedecarbone,del’eauetunmélangedediazote
etd’oxydesd’azote.L’élémentoxygèneestdéterminédansunautreessaiparcombustion
enprésencedecarbonepourformerdumonoxydedecarbone.Lesdifférentesquantitésde
gazformésconduisentparcalculaux%desélémentsprésents.

Danslespremiersappareilsdemicroanalysecarbone/hydrogènemisaupointparPregl
vers1930,lacombustiond’unemasseprécised’environ1à3mgducomposéétaitfaitevers
750

◦
Cdansuncourantdedioxygène,latransformationdeCOenCO 2 étantparachevéepar

passagesurunmélanged’oxydedecuivreetdechromatedeplomb(fig.18.2).Lesmasses
desélémentsHetCétaientcalculéesàpartirdel’augmentationdepoidsdedeuxtubes
préalablement pesés, contenant l’unduperchloratedemagnésium(pourH 2O)et l’autre
delachauxsodée(pourCO 2). Laprécisionatteignait 0,1%si labalanceappréciait le
microgramme.
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Figure18.2LesméthodesdemicroanalysedePregletdeSimon.
Desgénérationsd’étudiantssesouviennentavoircalculé, avecquelleappréhension,
desformulesbrutesàpartirdesmassesdeCO 2 etd’eaupiégésdanslesabsorbeurs
démontables.DanslaversionplusrécentedeSimon, lesgazderéactionpassentsur
delapoudredecuivrepourréduirelesoxydesd’azoteendiazote. Troisdétecteursà
conductibilitéthermique(TCD)permettantd’avoirtroissignauxtémoignantdeH 2O,
CO2 etN2.Ledosagedestroisélémentsdemandeenviron10minutes.

Plustard(Simon,1960)unesecondegénérationd’analyseursavulejour(fig.18.2),en
ajoutantundispositifderéductiondesoxydesd’azoteendiazotepardelapoudredecuivre.
CesontlesanalyseursCHNdanslesquels,poursimplifierlesopérations,lesdoublespesées
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sontremplacéespardesmesuresdedifférencesdeconductibilitéthermiquedesmélanges
gazeuxavantetaprèspassagedansunpiègesélectifpourl’eauouledioxydedecarbone.

Lefonctionnementestplussimpleetrobustequeceluidesappareilsàséparationchro
matographiquedesgazformés(cf.§18.2.2).

18.2.2AnalyseursorganiquesélémentairesCHNS−Oactuels

Lesanalyseursmodernesconserventleprincipedelacombustiondel’échantillonmaisla
séparationdesgazformésutiliseuneméthodechromatographique(fig.18.3).

Unequantitédel’ordredumgdesubstanceestpyrolyséedansuncourantdedioxygène
etd’hélium.Lesgazdecombustionpassentensuitesurdelapoudredecuivrepourretenir
ledioxygèneenexcès(formationdeCuO)etpourréduirelesoxydesd’azoteformésen
diazote,dumoinssicetélémentestprésent.LesélémentsN,C,HetSsontdoncàl’origine
dequatregazN 2,CO 2, H2OetSO 2,séparablesparunecolonnedeCPGdetyperemplie,
associéeàundétecteuràconductibilitéthermiqueouàcaptured’électrons, plussensible
pourleSO 2.

Certainsmodèlespermettentdedoserégalementl’élémentoxygène,toujoursdosésépa
rément,àpartird’unsecondéchantillon,auprixd’uneadaptationdufour.Lapyrolysedoit,
eneffet,êtreréaliséeenl’absencededioxygèneenutilisantparexempleducarbone«ni
ckelé»(lenickelpossèdeuneffetcatalytique)pourobtenirdumonoxydedecarboneCO.

HecolonneCPG

TCD

HeO
2

combustion
(1800°C)

oxydation

réduction

diazote

dioxydedecarbone

vapeurd'eau

dioxydedesoufreéchantillon

NC H S

Figure18.3Appareildemicroanalyseavecdétectionchromatographique.
LacolonneremplietypePorapaksépareles4constituantsgazeuxentraînésparl’hélium
utilisécommegazvecteur.Parunétalonnagepréalable,onpeutdéduiredel ’airedes
picslaconcentrationdechacundeces4élémentsdansl’échantillon.

18.3ANALYSEURSD’AZOTETOTAL

Lateneurenazotetotalsertàcaractériserdenombreuxproduitsetéchantillonsdansles
industriesdupétrole,dupapier,ducharbon.Poureffectuercesdosagesonpréfèresouvent
auxinstrumentsprécédentsdesmodèlesadaptésàceseulélément. Ainsidanslesecteur
agroalimentairelaméthodededosagedel’azotetotalselonKjeldahl(TKN)estadoptéepar
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denombreuxpayscommeréférencepourlecalculdestauxdeprotéines, dontonadmet
qu’il correspondà6,5foisletauxd’azote. LeTKNcorrespondàlasommedel’azote
organique+NH 3.

DanslaméthodedeKjeldahl,lecomposéazotéesttoutd’abord«digéré»dansdel’acide
sulfuriqueenprésenced’uncatalyseur,avantd’êtrereprispardelachauxsodée(mélange
d’hydroxydedesodium,d’oxydeetd’hydroxydedecalcium)afindetransformerl’azotede
lasubstanceenunesolutionammoniacale.Ontermineparunentraînementàlavapeurd’eau
pourdéplacerl’ammoniacformé(quiestvolatil)etpouvoirledoserparacidimétrie.Cette
méthodepeutêtrerenduesemiautomatique,maisellesouffreduhandicapd’avoirrecoursà
desréactifscorrosifsd’attaqueetàdessolutionstitrées.Elleestdeplusconsommatricede
temps.

Lesappareilsactuelssont issusdesanalyseursgénérauxCHN, baséssurlapyrolyse
del’échantillonafindeconvertirl’élémentazotesoitendiazote, commedansl’ancienne
méthodedeDumas(1833), àladifférenceprèsqu’onnemesurepluslevolumegazeux
avecuneéprouvettegraduée(fig.18.5),soitenmonoxyded’azotepourunedétectionpar
chimifluorescenceouparampérométrie.

L’échantillon(entre100et 500mgsuivant lateneurenazote), enfermédansunpetit
récipientfabriquéenfeuilled’étain, tombedansunfourverticaloùilestminéralisépar
combustionsousdioxygène. Àcestade, etaucontactd’oxydedecuivre, ilseformedes
oxydesd’azote.Ensuitecesoxydes,aucontactdetungstène,sontréduitsendiazote.Après
passagesurunpiègepourretenirl’eauetlesgazdecombustion(fig. 18.4), oubienpar
séparationsurunecolonnedeCPG,lediazotemélangéaugazvecteur(CO 2 ouHe)arrive
surundétecteurquipermetd’établirsaconcentration.Ladétectionestgénéralementbasée
surlaconductivitéthermiquedugaz(catharomètre).

oxydation réduction absorption

flashcombustion

He

He+N 2

N2

colonneCPG

TCD

HeO2

combustion
(1800°C)

échantillon
encapsulé

He

HO2

-HO2

CO
2

-CO 2

N2

cuivreréduit

temps

Figure18.4Appareildédiéauxanalysesd’azote.
CetappareilestuneadaptationmodernedelaméthodedeDumasréviséeparlefour
verticaletladétectionaumoyend’uncatharomètre(gazvecteurHe).

DanslaméthodeoriginaledeDumas(1840), lasubstanceétaitchaufféeàtempérature
élevéeavecdel’oxydecuivriquedansuneatmosphèrededioxydedecarbone. L’élément
azotesetrouvaitpartiellementoxydéenoxydesNOxquiétaientensuiteréduitssurducuivre.
Lepourcentaged’azoteétaitcalculéd’aprèslevolumedediazotedégagé.

D’autresappareilssontbaséssurlachimiluminescencedesoxydesd’azote(cf.§11.8).

NO+O 3 → O2 +NO
∗
2 → NO2 +h n
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Oubiensurl’oxydationdeNOaucontactd’uncapteurélectrochimique(cf.§20.7):

NO+2H 2O → HNO3 +3H + +3e
−

Figure18.5Unanalyseurd’azote.
ModèleNA2000reproduitavecl’autorisationdelasociétéCarloErbamunid’unpasseur
d’échantillons.Cetyped’appareilestutilisépourledosagedesprotéines.

18.4ANALYSEURSDESOUFRETOTAL

L’élément soufreest souvent doséencontrôleindustriel parfluorescenceXparcequ’il
s’agitgénéralementdesériesdeprisesd’essaiquisontcomparéesàdesstandardstrèsres
semblants.Pourtoutesorted’autreséchantillonsquipeuventêtredétruitsparcombustion
dansuncourantdedioxygèneonsebasesurlaquantitédedioxydedesoufre(SO 2)formé
dansunappareil semblableàceuxqui ont étéprécédemment décrits. Deuxprocédésde
quantificationcoexistentpourlesquelslesautresgazdecombustionn’interfèrentpas:
 Détectiondelafluorescencedansl’UVdudioxydedesoufre, processusquel’onpeut

résumercommesuit,RSdésignantlecomposé:

RS+O 2 −→ SO2 +autresproduitsdecombustion
SO2 +h n−→ SO2 → SO

∗
2 +h n

 Actionspécifiquedel’iodesurSO 2 enprésenced’eau, réactionexploitéeparailleurs
pourledosagedel’eauparlaméthodedeK. Fischer(chapitre20). L’appareil déter
minelaquantitédecourantpourgénéreràpartird’unélectrolytecontenantuniodure,
dansunecellulecoulométrique,l’iodejustenécessairepouroxyderSO 2.Sachantqu’il
faut 2électronspouroxyderunemoléculedeSO 2, unatomedesoufrecorrespondà
2 × 1,6 × 10

−19 C.
 Réactiond’oxydationdel’anhydridesulfureuxenacidenitriqueaucontactdel’électrode

detravaild’unecelluleampérométrique(cf.§20.9):

SO2 +H 2O −→ H2SO4 +2H + +2e
−©

D
un

od
–

La
ph

ot
oc

op
ie

no
n

au
to

ri
sé

e
es

tu
n

dé
lit



380 Partie3• Autresméthodes

18.5ANALYSEURSDECARBONETOTAL

Lesecteurdutraitementdeseauxdomestiquesouindustriellesfaitappelàuntypeparti
culierd’analyseursdecarbone. Ilesteneffetutilededistinguerpourleséchantillonsde
sédimentsaqueuxlecarboneorganiqueetinorganiquesibienqu’onexprimetroisvaleurs
correspondantrespectivementaucarboneorganiquetotal(COT),aucarboneinorganique
total(CIT)etenfinaucarbonetotal(CT)quireprésentelasommedesdeuxautres.

PourlestrèsfaiblesconcentrationsdeCOT, unedesméthodesconsisteàexposerune
celluledemesurecontenantl’eauàdoseràdesradiationsUV(185nm)afindeformerdes
ionshydroxyles(HO −)àpartirdudioxygènedissousdanscetteeau.Cesradicauxoxydent
lescomposésorganiquesprésentsendioxydedecarbone,cequimodifielaconductivitéde
l’eauquiestmesuréeentredeuxélectrodesdetitane.

LeCITestaccessibleparactiond’unacidetelH 3PO4 (leCITétantessentiellementsous
formedecarbonates)etleCTaveclesanalyseursdecarboneparoxydationcatalytiquede
l’échantillonàtempératureélevée(1000

◦
C).Pourévaluerlaquantitédedioxydedecar

boneforméonfaitsoitunemesuredel’absorbanceeninfrarougeaumoyend’unappareil
detypenondispersif(cf.§10.7.2)soitunemesurecoulométrique.Danscederniercas,le
CO2,entraînéparlegazvecteur, balaielacellulecoulométriquecontenantdel’éthanola
mineetunindicateurcolorimétriquesensibleaupH.Lavariationdel’absorbanceestliéeà
laquantitédeCO 2 présente.

Pourleséchantillonsgazeux,onaégalementrecoursàdesappareilscomportantundé
tecteuràionisationdeflammedontlesignalestproportionnelàlaconcentrationdeCOT.

18.6ANALYSEURSDEMERCURE

Lemercureestunpolluantdangereuxparsuitedesafacultédedonnerdesdérivésorga
niquesextrêmementtoxiquescommelediméthylmercure.Dansdenombreuxsitesconcer
nantletraitementdeseaux,lesbouesd’épandageoulesincinérateursindustrielsondose
cetélémentquipeutêtreprésentaussibiendansl’airquedansdesphasescondensées.Les
méthodesdoiventêtretrèssensibles(ppb).

Suivantlanaturedel’échantillon,onfaitsoitunepyrolysedelaprised’essaienprésence
decatalyseurafindefaireapparaîtrelemercuresousformemétallique(vapeurHg(0)),soit
oncommenceparledécomposeràchaudavecunmélangeoxydantconstituéd’acides.Le
mercureest alorstransforméenionsHg(II)quel’onréduit ensuiteàl’état demercure
(Hg(0))aucontactd’unseld’étain(Sn(II)).Latensiondevapeurdumercureestsuffisante
pourqu’unbalayagedelasolutionpardel’airl’entraînedanslacelluledemesureplacée
surletrajetoptiqued’unelampeàdéchargeaumercure(fig. 18.6). Lamesureestbasée
soitsurlaraied’absorptionatomiquedecetélémentà253,7nmsoitsurlafluorescencedu
mercurelorsqu’ilestexcitéparcemêmetypedelampe(fig.18.7).

Quandils’agitd’uneatmosphèreàcontrôler, oncommenceparconcentrerlemercure
sousformed’amalgameenfaisantpasserlemélangegazeuxdansunpiègecontenantde
l’or.L’oramalgaméestensuitechauffépourdésorberlemercurequel’ondétecteetmesure
commeprécédemment.
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Figure18.6Unanalyseuràmercurebasésurl’absorptionatomiqueàvapeurfroide.
Modèlereproduitavecl’autorisationdelasociétéWilmad. Encartouche,modèlede
réacteuravecdel’argoncommegazvecteurpourentraînerlesvapeursdemercure
(obtenuesparréductionchimiqueaumoyendechlorurestanneux)verslacellulede
mesure.
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Figure18.7Unmodulededétectiondumercureparfluorescence.
Modèlereproduitavecl’autorisationdelasociétéP. S. Analytical.Lafluorescenceest
mesuréeà90◦ parrapportàladirectionincidente.Letubephotomultiplicateur(PM)
mesurelafluorescence.
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QUELQUESSITESSURINTERNET
www.leco.com www.perkinelmer.com www.esainc.com
www.tekmar.com www.antkhou.com www.shimadzu.com
www.ceinstruments.com www.cosainstrumentcom www.skalar.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice18.1
L’analysed’uncomposéorganiqueamontréqu’ilnecontenaitqueducarbone,del’hydro
gèneetdel’oxygène.ParcombustiondansunappareildePregl,de5,28mgdececomposé,
onobtient10,56mgdedioxydedecarboneet4,32mgd’eau.
Quelleestlaformulebruteducomposésachantqueparspectrométriedemasse,onn’ob
servepasdepicsd’intensitésignificativeaudessusdem / z = 89?
Ondonne:M(C) = 12g / mol.;M(O) = 16g / mol.;M(H) = 1g / mol.

Exercice18.2
Unanalyseurbasésurl’absorptionatomiqueetcomportantundispositifderéductiondes
élémentsparlechlorurestanneuxestemployépourdoserlemercuredansuneeauderejet
industrielle.Onutiliselemontageditàvapeurfroide.Troissolutionsstandardsetlasolution
del’échantillonàdoserdonnentlesrésultatssuivants:

Solutions conc.(ppb) signal(muA·s)*

Standard1 0,02 16,66

Standard2 0,05 42,52

Standard3 0,2 171,2

échantillon ? 48,25
(*)intégrationdusignald’absorbanceenfonctiondutemps.

a)Indiquerleprincipalavantageetleprincipalinconvénientdecetteméthode.
b)Calculerlaconcentration(ppb)enmercuredelasolutionéchantillon.



Chapitre19

Méthodespotentiométriques

L’électrochimieadonnénaissanceàplusieursméthodesélectroanalytiquesquipermettent
defairedesmesuresquantitativessurdeséchantillonsvariés.Ondistinguelestechniques
baséessurdesmesuresdepotentiels(potentiométrie),etcellesquiexploitentdesmesures
decourants(voltammétrie).Lepremiergroupe,traitédanscechapitre,faitappelauxélec
trodesioniquesspécifiques(EIS).Leprinciperevientàcréerunepiledanslaquellel’analyte
intervientdefaçonqueladifférencedepotentielobtenuesoitenrelationavecsaconcen
tration.LamesuredespH,probablementlapluscourantedesmesuresélectroanalytiques,
enfaitpartie.Laplupartdesdosagesconcernentdesionsensolutionaqueuse,maiscer
tainesélectrodesàmembranessélectivespermettentégalementdedoserdesmolécules.La
sensibilitédecesdosagesest trèsgrande. Si l’échantillonàdoserest complexe, cequi
peutentraînerunmanquedespécificité,onpréfèreàlapotentiométriedirecte,lesdosages
complexométriquesoutitrimétriques. Lapotentiométrieest doncuneméthoded’analyse
auxapplicationsmultiples.LesinstrumentsvontdespHmètrespeucoûteuxauxtitrimètres
automatiques.

19.1GÉNÉRALITÉSSURLESCELLULESDEMESURE

Toutdosagepotentiométriquereposesurunemesurededifférencedepotentieldansdes
conditionsdecourantnul,entredeuxélectrodesquiplongentdansunesolutiondel’échan
tillon(fig.19.1).Chaqueélectrodeconstitueunedemipile.Ondistingue:

–L’électrodederéférenceextérieure(ERE),quiformeunedemicelluleélectrochimique
deréférence,dontlepotentielestconstantparrapportàceluidelasolutionéchantillon.

–L’électrodeioniquesélective(EIS), encoreappeléeélectrodedetravailquicomporte
uneélectrodederéférenceinterne(ERI)baignantdansunesolutiondel’analytefaisant
l’objetdudosageetservantderéférence.Cetteélectrodeestséparéedelasolutionéchan
tillonparuneparoiappeléemembrane,perméablesipossibleauseulanalyteétudié.

Lachaînedemesureainsiréaliséeestdonclasuivante:

Elec.sélective/membrane/sol.échantillon/Jonctionliq./Elec.référenceext.

Pourl’étudedessolutionsaqueuses,l’électrodederéférenceextérieureesttrèssouvent
uneélectrodeAg/AgCl(unfild’argentrecouvertdechlorured’argentbaignantdansune
solutiondechloruredepotassium).Lecontactélectriqueaveclasolutionétudiées’effectue
parl’intermédiaired’unefinepastilleporeuseenverrefritté. Lesionsayant tendanceà
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migreràtraverselle, ilenrésulteunfaiblepotentieldejonctionE J quel’ondiminueen
choisissantcommepontsalinunesolutionsaturéedechloruredepotassium.

Ladifférencedepotentiel(ddp)entrel’électrodederéférenceinterneetlaparoiinterne
delamembranedel’électrodesélectiveest uneconstantefixéeparconstruction(nature
del’électrodederéférenceetsolutionderéférenced’activitéa i.référence). Enrevanche, la
ddpquiapparaîtentrelaparoiexternedelamembraneetlasolutionéchantillon(E memb.)
dépenddel’activitédel’analyte(a i.solution, ),cequetraduitlarelationsuivantedérivéede
l’équationNernst:

Ememb. = 2,303
RT
zF

log
ai.solution

ai.référence

LaddpmesuréeE cellule entrelesdeuxbornesdelachaînedemesureestdonc:

Ecellule = EERI +E memb. − EERE +E j

LesdeuxtermesE ERI et EERE sontindépendantsdelaconcentrationenanalytei àdoser.
Aucoursd’undosage,ilsn’ontpasderaisonsdevarier.Ilenrésultequelepotentieldela
celluledépenddeceluidelamembrane(àl’approximationprèsdeE J ).

Finalementladifférencedepotentielmesuréeestreliéeàl’activitéa i del’espèceionique
iàdoserdanslasolutionéchantillonpar:

Ecellule = E+2 ,303
RT
zF

loga i.solution. (19.1)

E ,potentielstandarddelachaînedemesureutilisée, rendcomptedetouslesautrespo
tentiels, Rest laconstantedesgazparfaits, FlaconstantedeFaraday(96485C), Tla
température,zlachargedel’ionianalysé(ycomprislesigne+ou −)dontl’activitéesta i.

électrodederéférenceextérieure

Ag/AgCl
etKCl

Ag/AgCl
+ionspécifique

orifice
deremplissage

solutionéchantillon

diaphragme

membrane

E
ERE

E
ERE

E
J

E
J

solution
interne

électrodeioniquesélective

Emembrane
Emem.

E
ERI

E
ERI

ERE

ERE

EIS
EIS

potentieldediffusion

potentieldel'électrode
deréférenceextérieure

potentieldel'électrode
deréférenceinternevisàvis
dutamponintérieur

potentielglobal
delamembrane

mV

Figure19.1Chaîneélectrochimiquedemesureavecuneélectrodeioniquesélective(EIS).
Suivantlaconcentrationdel’ionspécifiquedanslasolutionéchantillon,lepotentielde
lamembrane,perméableàl’ion,varie.Lesautrespotentielssontimposésparconstruc-
tion. Lamesureestfaiteavecunionomètre. L’unedesdemi-cellulesjouelerôlede
cathodeetl’autred’anode.Parsouci derobustesselesconstructeursproposentaussi
desélectrodescombinées,enréunissantlesdeuxélectrodes(externeetsélective)dans
unmêmeensemblecequiformel’essentield’uncapteur.
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L’activitéa i d’unioni est reliéeàsaconcentrationc i parlarelationa i = gi.ci,dans
laquelle gi estlecoefficientd’activité,quidépenddelaforceioniquetotaleI,c’estàdirede
laquantitéetdelachargedel’ensembledesionsprésentsdanslemilieu(I = 0,5 ci.z2

i ).
Ainsi,pourl’ioni,dechargez,l’expression19.1devient:

Ecellule = E+2 ,303
RT
zF

log gici (19.2)

Danslecasdesolutionsdiluées,laloideDebyeHückellog gi = −0,5z2
i

√
Imontreque,

pourunevaleurdonnéedeI , gi estconstant.C’estpourquoionajouteauxsolutionsdela
gammeétalonetauxsolutionséchantillons,unemêmequantitéd’unélectrolyteinerte,dit
«électrolytesupport»afind’apporterunexcèsimportantd’ionsindifférents,cequistabilise
laforceioniqueàunemêmevaleur.C’estl’ISAB(pourIonicStrengthAdjustmentBuffer)
quirenddoncnégligeablelesvariationsde gi.Danscesconditions,ladifférencedepotentiel
mesuréenedépendquedelaconcentrationenionsàanalyseretlarelation19.2devient:

Ecellule = E +2 ,303
RT
zF

logc i (19.3)

19.2UNEÉLECTRODESÉLECTIVEPARTICULIÈRE:L’ÉLECTRODEPH

C’estuneélectrodespécifiqueauxionsH +,encoreappeléeélectrodedeverre.C’estlaplus
sélective.Leverredontilestquestionici,nedésignepaslematériauducorpsdel’électrode
(quipeutaussibienêtreenmatièreplastique),maislamembranequiassurelecontactavec
lasolution.Ils’agitd’uneminceparoid’unverrespécialàforteteneurensodium(25%),
dontlasurfaces’hydrateenprésenced’eauetdevientcomparableàungel,alorsquelereste
correspondàunélectrolytesolide.Ceverreseprésenteàl’échellemicroscopiquecomme
unréseauissud’unorthosilicate(seldel’acideorthosiliciqueSi(OH) 4)dontlastructure
lacunairecontientdescationssodiumquipermettentledéplacementdeschargesd’uneface
àl’autredelamembrane(fig.19.2).Celleciestencontact,àl’extérieur,aveclasolution
àanalyseret,àl’intérieur,avecl’électrolytedontl’aciditéestconstante.Lesdeuxparois
sontlesièged’échangesentrecationsNa + etH +.

H+(solution) +Na +(verre) Na+(solution) +H +(verre)

SilaconcentrationenH + estdifférentesurlesdeuxparois,uneddpdeliaisonapparaîtra
entreelles,dontlavaleurvaêtreindicatricedel’activitéenionH + delasolution,doncde
sonpH. Celuiciestdéterminéavecunmillivoltmètreélectronique, lepHmètre, enme
surantladdpentrel’électrodedeverreetuneélectrodeextérieurederéférenceAg/AgCl
(maintenantpréféréeàl’électrodeaucalomel(Hg),pourl’environnement).L’appareil,après
avoirétéétalonné,fournitdirectementlepHdelasolution.Ontrouvesouventcesélectrodes
sousformecombinéesdemanièreconcentrique.
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électrodedeverre

électrodederéférence
intérieure

électrodederéférence
extérieure

membranedeverre

ionsH+
atomesd'oxygène

ionsNa+
atomesdesilicium

jonctionélectrolytique

solution
échantillon

Ag/AgCl [Cl]=4M Ag/AgClsat. etKCl
(HO=a)3

+
1

(HO=a)3
+

2

a1
électrolyte
solide

a2 a1

interface

mV

Ag/AgCl

Agrecouvert
d'AgCl

AgCl

KCl3M

électrodecombinée

membranedeverre
sensibleaupH

élec.réf.ext.

élec.réf.int.

KClet
HCl4Ma2

jonction
(diaphragme)

remplissage

Figure19.2ElectrodedeverrepourlamesuredupH.
LaconcentrationenionsH + estaccessibleàpartirdeladifférencedepotentiel qui
apparaîtentreuneélectrodedeverreetuneélectrodederéférence(ici uneélectrode
Ag/AgCl).Détaildelamembrane,vueencoupe,perméableauxionsH+.Quandunion
H+ formeuneliaisonsilanol,unionsodiumpartensolutionpourconserverl’électroneu-
tralitédelamembrane.Uneélectrodecombinéedeprésentationclassique,l’électrode
deréférenceentourantl’électrodedeverre,saufàsonextrémité.Lajonctionpermetla
migrationdesionssansquelesliquidesdepartetd’autrenesemélangent.

19.3LESPRINCIPAUXTYPESD’ÉLECTRODESIONIQUES
SÉLECTIVES

Dèslespremierstempsdelapotentiométrie,ons’étaitaperçuque,suivantlacomposition
duverreutilisécommemembrane,onpouvaitavoirdesinterférencesaveclesautresionsal
calinsprésents,pourdesvaleursdupHsupérieuresà13:c’estl’erreuralcaline.Enmettant
àprofitcedéfautinitial,ilaétémisaupointdesverresrépondantsélectivementàquelques
ionsmonovalentstelsNa +, K+,Li + etAg +.Lasélectivitédépenddumatériauquisertde
membraneetquiséparelasolutionàanalyserdel’intérieurdel’électrode.Ils’agitdanstous
lescasdedisposerd’unmatériauioniquepermettantlaformationd’équilibresdeconcen
trationavecunionspécifique.Sil’activité(oulaconcentration)del’ionestdifférenteentre
lesdeuxfacesdelamembrane,ilapparaîtuneddp.Seulslesionslibressontprisencompte
dansledosage.LesdemicellulesderéférencestandardcontiennentKClcommeélectrolyte
qui,normalement,suinteautraversd’undiaphragmepourassurerlajonctionaveclasolu
tiondel’analyte.Pouréviterdeperturberlesmesureslorsqu’ils’agitdudosagedeK + ou
deCl

−
,onutiliseunélectrolytegélifiéouunsecondélectrolytenoninterférant(fig.19.3).
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Ilexisteunevingtained’électrodesioniquesspécifiques(EIS)d’usagecourant,classées
selonlanaturedelamembrane.Ellesserventsoitenionométriedirecte,soitcommeélec
trodesindicatricespourdenombreuxdosagestitrimétriqueset complexométriquesavec
l’aidedetitrimètresautomatiques.

19.3.1Membraneminéralecristalline

L’exempleleplusconnuestceluidutrifluoruredelanthanedopéavecunseld’europium
cequi permet auxatomesdefluordesedéplacerdansleréseaucristallin. Cematériau,
àl’étatdemonocristal, estutilisécommemembranepourl’électrodefluorure(fig. 19.3).
L’ionOH

−
peutcréeruneinterférenceaveclesionsF

−
pourlespHalcalins.

Lespoudrescristallinesaggloméréessouspression(dosagesdesionsCl
−

,Br
−

, I
−

, Pb++,
Ag+,etCN

−
)sontd’autresexemples.L’électrolyteinternepeutêtreéliminé(contactsec,

sansélectrolyte), maisilestpréférabled’intercalerunecouched’unpolymèreayantune
conductivitédetypemixtepourassurerlepassagedesélectronsdelamembraneàconduc
tivitéioniqueversl’électrodeàconductivitéélectronique(fig.19.3).

électrodes«toutsolide»
(sansélectrolyte)

corpsdel'électrode

LaF3

AgF

Ag(fil.)

Ag

Ag/AgClAgCl KCl

KNO3

solutionéchantillon

(contientF)
-

LaF
(monocristal)

3

NaF(0,1M)
et
NaCl(0,1M)

mV
fluorure chlorure

ousulfure

AgS/AgCl
2

Figure19.3Électrodesioniquesspécifiques.
Celluledemesurecomportant uneEISdel’ionfluorureensolutionavecuneélec-
trodederéférenceàjonctiondouble. Des2côtésdelamembranena ît2équilibres
LaF3 LaF+2 + F

−
.Pouréviterl’osmoseduKCl danslasolutionàdoser,l’électrode

deréférenceestentouréed’unesecondechambrequicontientunélectrolyteauxiliaire
noninterférant.AinsiKNO3 1M,difficileàoxyderouàréduire,esttrèsutilisépourF

−
,

Cl
−

, I
−

,CN
−

, S
−−

ouAg +. Lamesureexigeunmillivoltmètreàhauteimpédance
(typepH-mètre).Adroitedeuxexemplesd’électrodes«toutsolide»: fluorureavec
cristalLaF3 etchlorureavecpastillefrittée.

19.3.2Membraneliquide

Laséparationentrelessolutionsinterneetexternedel’électrodespécifiqueesticiobte
nueparundisqueporeuxhydrophobe(diamètre3mm), imbibéd’unsolvant organique
nonmiscibleavecl’eaudessolutionssituéesdepartetd’autre,etcontenantunionophore
(fig.19.4).

Decefait,onconsidèrequelamembraneestunliquideimmobilisé.Lecontreionestune
moléculesolubledanslaphaseorganique.
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Pourl’ioncalcium,parexemple,onpeututiliserundiesteraliphatiquedel’acidephos
phonique(RO) 2P(O)O

−
(fig.19.5).Dechaquecôtédelaparoionestenprésenced’équi

libresdeconcentrationdutype:

[(RO)2P(O)O]2Ca 2 (RO)2P(O)O
−

+Ca ++

solvant solvant phaseaqueuse

Silesconcentrationsdesionscalciumsontdifférentesdesdeuxcôtésdelamembrane,il
apparaîtuneddpmesurable.

électrode
à«membraneliquide»

paroisdeverre
oudemat.plastique

électrodeAg/AgCl,
contenant,enplus,
unélectrolyteaqueux
detypeMCl

2
(conc.ref.)

électrolyteorganique
membraneporeuse

électrodesensible
auxgaz

électrodederéférence

électrodedeverre

solutionintérieure

membraneplastique
perméableauxgaz
etimperméableàl'eau

Figure19.4Électrodeàmembraneliquideetélectrodeàdiffusiongazeuse.
L’électrodeàdiffusiongazeuseestconstruiteàpartird’uneélectrodedepHplongeant
dansunesolutionintérieure.

19.3.3Membranespolymériques

Beaucoupd’EIScommercialescomportentunemembraneconstituéeparunfilmdepoly
chloruredevinyle(PVC)danslequelest(ousont)dispersé(s)unouplusieurstransporteurs
d’ions,ioniquesouneutres(fig.19.5).Unequarantainedemoléculeschélatantessontutili
séespourunedizained’ionscommuns.LesélectrodespourCLO

−
4 , BF

−
4 , NH4

+, Ca++

sontdecetype.

O

O O

O

O O

O

O

O

O

O

O
O

O

O

OO

O O
-

Me

Me

Me

Me

P

Figure19.5Composésorganiquesàusaged’ionophores.
Degaucheàdroite,3ionophorescommerciauxchélatants:l’ETH129etle«dioctyl »
phosphate,sélectifsdel’ionCa ++,etàdroite, l’ionophoreK2sélectifdel’ionK +.On
retrouveunesous-structureparticulièred’éther-couronne.
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19.3.4Membranesorganiquesàdiffusiongazeuse

Quelquesgaz, parmi lesquelsledioxydedecarbone(CO 2), l’ammoniac(NH 3)etledi
oxydedesoufre(SO 2),ontdonnélieuàlaréalisationdesondescomportantdesélectrodes
combinéespourleurdosageàl’étatdissous.Cessondescomportentunesolutionintérieure
séparéedelasolutionéchantillonparunemembraneimperméableàl’eauetauxions,mais
quilaissepasserlesmoléculesdegazdissous(fig.19.4).Pourlestroisgazcités,l’électrode
spécifiquecomporteuneélectrodedeverreintérieure,encontactavecunesolutiondebi
carbonatefaiblementconcentrée(0 ,01M),ellemêmeséparéedelasolutionàmesurerpar
unemembraneenpolymèreperméableaugaz.Ladiffusiondeceluici,danslebicarbonate,
provoqueunchangementdepHdelasolutioninterneàproximitédelamembrane. Pour
d’autresgaz(HCN,HF , H2S),lesignalutileestceluiquiprovientdelamodificationdela
concentrationanioniqueauniveaudelaparoiinternedelamembrane.

Lasélectivitéd’uneélectrodevisàvisdesautresionsesttrèsvariable. Elleestdéfinie
pourchaqueioninterférantparuncoefficientK ionspé./ioninterférant .

Ainsi,sionlitK Br/Cl = 2,5×10
−3,celasignifieraquelasélectivitédel’électrodeconsidé

réepourl’ionbromuresera1 / 2,5×10
−3,soit400foisplusgrandequepourl’ionchlorure.

19.4LESCALCULSETLESDIFFÉRENTESMÉTHODES

Plusieursméthodesdemesurespermettent dedéterminer laconcentrationc i d’unees
pèceioniqueidansunéchantillon.Enprésenced’unajusteurdeforceionique(ISA,Ionic
StrengthAdjustor)oud’unesolutiontamponquipermet,enoutredefixerlepH(TISAB,
TotalIonicStrengthAdjustmentBuffer, commedanslecasdudosagedesfluorures), ces
méthodessonttoutesbaséessurl’applicationdelarelation19.3vueprécédemment.Pour
unionmonovalent,à298K,lefacteurdepenteSquireprésenteleterme2 ,303RT / Fest
égalà0 ,0591V(pentethéorique).C’estaussilavaleurdufacteurdepented’uneélectrode
deverre,parunitépH.

Ecellule = E+
0,0591

z
logc i (19.4)

Danslapratique,àpartird’unegammeétalon,lacourbed’étalonnageE cellule = f(c i)
permetdetrouverlapenteréelle(valeurexpérimentaledufacteurdepente),indicativedes
performancesdusystèmed’électrodesutilisé.

Tableau19.1Valeursdepentesidéales(298K)pourquelquesions.

Valence ion penteS
∗

(mV/ décade)
−2 S

−− − 29,58
−1Cl

−
, F

− −59,16

+ 1Na +, K+ + 59,16

+ 2Mg ++, Ca++ + 29,58

∗
SpourSlope(penteenanglais)

LeTISABcontientduNaCl1Mpourajusterlaforceionique,unagentcomplexantles
métauxetunmélangetamponacideacétique/acétatedesodium.
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19.4.1Ionométriedirecte

Undosageparionométriedirectesefaitensuivantleprotocoledebasesuivant:
Oncommenceparpréparerunesériedesolutionsderéférencepardilutionssuccessives

d’unesolutionmère,sansoublierd’ajouter,enexcès,unvolumeconstantdutamponionique
recommandé(ISABouTISAB). Ondétermineensuitepourchacuned’ellesladdpdela
cellulecomplète,afindetracerlacourbed’étalonnage(normalementunedroite),E = f(c i)
encoordonnéessemilogarithmiques(fig.19.6).Enfin,àpartirdecettedroiteetdesvaleurs
deddpmesuréespourchacunedessolutionséchantillonspréparéesdelamêmemanière,
ondétermineleursconcentrationsenespèceàdoser.Laprécisiondesrésultatss’obtientà
partirdel’équation19.5:

dE =
RT
zF

· dC i

Ci
soit

DCi

Ci
= DE · zF

RT
(19.5)

250

200

150

100

50

0

mV

pente
théorique

concentrationmolaireenionchlorure
10

-5
10

-4
10

-3
10

-2
10

-1

Figure19.6Exemplededosageparpotentiométriedirecte.

Lacourbed’étalonnagedel’électrodespécifiquedel’ionchlorureaunepenteprochede
lapentethéorique.Lagammedemesuredesdifférentesélectrodesspécifiquess’étendsur
4à6décadessuivantlesions.L’expression19.5permetdecalculer,parexemple,qu’une
incertitudede0 ,2mVconduitàuneimprécisionde0 ,8%surlaconcentrationd’union
monovalent.

19.4.2Méthodeparajoutdosé

Seuleestdécriteicilatechniqueàunseulajout. Elleestutilepouréliminerleseffetsde
matrice.Ellenenécessitequ’unesolutionétalonetdeuxmesuresdepotentiel.Cependantles
volumesdoiventêtreconnusavecunegrandeprécision.Oncommenceparmesurerladdp
E1 existantentrelesdeuxbornesdelachaînedemesurelorsquelesdeuxélectrodes(ESI
etERE)sontimmergéesdansunvolumeconnuV X desolutionéchantillondeconcentration
CX enionàdoser(formule19.4).Puisoneffectueunedeuxièmemesureaprèsavoirajouté
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unpetitvolumeV R d’unesolutionréférencedeconcentrationC R enionmesuré.SoitE 2 la
nouvellevaleur.Lecalculconduitàl’expressionsuivantedonnantC X :

CX = CR
VR

VR +V X
· 1

10DE/ S − VX

VR +V X

(19.6)

oùSreprésentelapentederéponseréelledel’électrodeutilisée(0 ,0591/ z, à298K)et
DE = E2 − E1,ladifférencedepotentielentrelesdeuxmesures.

Aulieudefaireunajoutdelasolutionderéférence,onpeutfaireunajoutV X delaso
lutionéchantillondeconcentrationC X àunvolumedonnéV R delasolutionderéférence
deconcentrationC R .Cettealternativeestpréférablepourlessolutionséchantillonsrelative
mentconcentrées.Apartirdeladifférencedepotentiel DEdéterminéeetenconservantles
mêmesnotations,onaboutità:

CX = CR
VX +V R

VX

· 10DE / S − VR

VX +V R
(19.7)

19.4.3Titragepotentiométrique

Lesélectrodessélectivesontunespécificitétrèsvariable.Lesrésultatsgagnentenprécision,
quandonlesutilisecommeélectrodesindicatricesdansdesdosagespotentiométriques.La
concentrationdesionsprésentsetlaforceioniquevarienteneffettrèspeuencoursdedo
sage,comparativementàlaconcentrationdel’ionàmesurer.Enrevanche,quanddeuxions
différentsdonnententreeuxuneréactionstœchiométrique,onpeututilisercettepropriété
pourlesdoser. Lepointfinaldudosageestcaractériséparladisparitiontotaled’unedes
espècesouparl’apparitiond’unexcèsd’unedesespèces,ouencoreparl’apparitionoula
disparitiond’uneespècesecondaire.

Ainsipourévaluerlaconcentrationdel’ionaluminiumpourlequeliln’existepasd’élec
trodespécifique,onpourracomplexercetionsousformedefluorured’aluminiuminsoluble
AlF3,enajoutantdufluoruredesodiumcommeréactif.Lepointd’équivalenceserarepéré
parunexcèsdefluoruredesodiumlibrequiseradétectéparlabrusquevariationdupo
tentield’uneélectrodesélectivedel’ionfluor. D’unemanièregénéraleungrandnombre
detitrimètresautomatiques,demarquesconcurrentes,permettentd’effectuerlesnombreux
dosagesdecetype.

19.5QUELQUESAPPLICATIONS

Lesdosagespotentiométriquessontsouventutiliséspourdesdosagesderoutine.Lesdo
sagessontsimplesetlasensibilitédesélectrodespermetd’atteindredesconcentrationsde
l’ordred’unefractiondeppm. Maisavant tout dosageil faut considérerlesinterférants
possibles.

Parmiquelquesapplicationsderoutine,signalons:
 enagriculture,l’analysedesnitratesdansdeséchantillonsdesols;
 enagroalimentaire,l’analysed’ionsdivers(NO

−
3 , F

−
,Br

−
, Ca++ etc.)danslesboissons,

lelait,lesviandesoulesjusdefruits,
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 dansl’industrie:leschloruresdanslespâtesàpapier,lescyanuresdesbainsd’électro
lyse,lesfluoruresetchloruresengalvanoplastie,parexemple.

 danslesecteurbiomédical,l’analysedecertainsionsdanslessérums,fluidesbiologiques,
salive,sucsgastriques.

Lecapteurlambda,installédanstouteslesautomobilesàpotcatalytique,estunesonde
àdioxygèneconçuesur leprincipedesélectrodesspécifiques. Cecapteur, qui sepré
sentecommeunebougied’allumage, aunemembraneconstituéed’unegainedezircone
(ZrO2)quisecomportecommeunélectrolytesolide.Laparoiexterneestaucontactdesgaz
d’échappementetlaparoiinterneaucontactdel’air(référence).Entrecesdeuxparois,ilap
paraîtuneddp,recueilliepardeuxélectrodes,significativedeladifférencedeconcentration
endioxygène.

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.alltech.com www.analtech.com www.orionres.com www.mt.com
www.ionotec.com

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice19.1
Calculerledegrédedissociationd’unesolutionaqueused’acideéthanoïque0 ,85Mainsi
quesonpH(ondonneK A CH3CO2H = 1,8 × 10

−5 à20
◦
C).

Exercice19.2

Sachant quelepotentiel standardd’uneélectrodeCd/Cd ++ vaut −0,403VvsESH, que
devientcepotentielsil’électrodeplongedansunesolutionaqueuse0 ,01MdeCdSO 4 ?

Exercice19.3

Onajoute30mLd’unesolutionaqueuse10
−3 Md’unseldeFe 3+ à20mLd’unesolution

10
−3 Md’unseldeTi 3+.

Quellesserontaprèsréactionlesconcentrationsmolairesdesselsdeferetdetitanedansla
solutionainsimodifiée?

Données:

Ti3+/ Ti4+ = 0,2V vsENH; Fe2+/ Fe3+ = 0,77VvsENH et ENS/ ENH = +0,25V

Exercice19.4
Retrouverl’expressionciaprèsutiliséedanslaméthodeàunseulajout. Onrappelleque
CX représentelaconcentrationenionàdoser(volumeV X desolutionàlaquelleonajoute
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unpetitvolumeV R d’unesolutionréférencedeconcentrationC R enionmesuré). DErepré
senteladifférencedepotentielentrelesdeuxmesuresetSreprésentelapentederéponse
réelledel’électrodeutilisée(0 ,0591/ z,à298K).

CX = CR
VR

VR +V X
· 1

10DE/ S − VX

VR +V X

Exercice19.5

Pourdéterminerlaconstanted’aciditéd’uncoupleacidobasiqueHA / A
−

,onmesureles
absorbancesà360nmdetroissolutionsS 1, S2 et S3 ducoupledeconcentrationmolaire
10

−4 mol.L
−1 et depHrespectivement égauxàpH 1 = 2, pH2 = 5,5etpH 3 = 8. On

trouveA 1 = 0,1, A2 = 0,4etA 3 = 0,7enutilisantdescuvesdetrajetoptiqueégalà1cm.
EnsupposantqueseulelaformeacideestprésenteàpH 1 etqueseulelaformebasiqueest
présenteàpH 3,calculer:
a)lescoefficientsd’absorptionmolairedelaformeacideetdelaformebasique.
b)lepKadececouple.Lesapproximationsfaitessontellesjustifiées?



Chapitre20

Méthodesvoltampérométriques
etcoulométriques

Contrairementàlapotentiométriequiopèreàcourantnul,d’autresméthodesélectroana
lytiquesimposent unesourced’énergieexterneàlasolutionàanalyserpourprovoquer
uneréactionélectrochimiquequi neseferait passpontanément. Il est ainsi possiblede
dosertoutessortesd’ionsoucomposésorganiquesdèslorsqu’ilspeuventêtreréduitsou
oxydésélectrochimiquement.Lapolarographie,laplusconnuedesméthodesvoltampéro
métriquesparsuitedesesaspectsparticuliers,adonnénaissanceàdesvariantesmenant
àdestechniquesévoluéesettrèscompétitivespourledosaged’éléments,d’ionsetdecom
posésorganiquesàl’étatdetraces.Laréalisationdenombreuxcapteursampérométriques,
dontcertainsdédiésàladétectionchromatographiqueoffrentdenouveauxpôlesd’intérêt
àlavoltampérométrie.Onaregroupéiciunaperçudesméthodeslespluscourantesdans
cedomaineenyajoutantlacoulométriedontledosagedel’eauparlaméthodedeKarl
Fischerconstituel’applicationlaplusrépandue.

20.1GÉNÉRALITÉSSURLAMÉTHODEVOLTAMPÉROMÉTRIQUE

Laméthodevoltampérométriquededosageconsisteàappliquerunedifférencedepotentiel
variableentreuneélectrodederéférence(parex. Ag/AgCl)etuneélectrodeindicatrice,
souventappeléeélectrodedetravailaucontactdelaquellevaseproduireuneréactionde
typeOx+ne → Red(oul’inverse). Lorsquelepotentieldel’électrodedetravailatteint
unevaleurtellequ’uneespèce(ledépolarisant)présentedanslasolutionétudiée, estré
duiteouoxydée,l’intensitéquipassedanslecircuitextérieuràcettecellulecomprenantles
deuxélectrodescroîtbrusquement.Danslapratique,afinqu’aucuncourantnetransitepar
l’électrodederéférence,onutiliseunmontagecomportantunetroisièmeélectrodeappelée
électrodeauxiliaire,enmétalnobleouencarboneetunélectrolyteinerte(électrolytesup
port)pourrendrelemilieuconducteur(fig.20.1).Lamicroélectrolyseainsiréaliséependant
ledosageestdecourtedurée.

Enrésumé,enréalisantunbalayageentension,croissanteoudécroissante,suruneplage
oùonattendlaréductionoul’oxydationdu(oudes)analytesrecherchés, onobtientune
courbeintensitépotentiel, I = f(E),ouvoltampérogramme,quivapermettred’identifier
lesespècesconcernéesetdecalculerleursconcentrations.Cetteélectrolysenemodifiepas
demanièreappréciablelesconcentrationsdesanalytesdanslevolumedelasolution.
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Lesmicroélectrodesindicatriceslesplusutiliséessontencarbonevitreux,enplatine,en
orouenmercure(fig.20.1).Ellessontpolyvalentes,encesensqu’ellessontutilisablesentre
deuxvaleursdepotentielquidépendentdel’électrolytesupport,dupHetdel’électrodede
référence.AinsileslimitespouruneélectrodedePtsontde+0,65Vparrapportàl’électrode
deréférenceaucalomel(ESC)(oxydationdel’eau:H 2O → 1

2O2+2H++2e
−

)etde −0,45V
(réduction:H 2O+2e

− → H2 +2OH
−

)

+/-v.t+/-v.t

potentielparrapportàl'électrodederéférenceAg/AgCl

Pt

Au

CV

électrolyte:HSO1M24

Hg

+1,5 +1 +0,5 0 -0,5 -1 -1,5V

montagepotentiostatique

mesure

aux.

indic.

réf.+
+

+

+

+

-

-

-

-

-

alimentation
(générateur
designaux)

cba

d

e

Ei

conducteur

réservoir
àmercure

A

A

indic.réf.

ex.ESC ex.Pt

réf. aux.indic.
capillaire

goutteHg

E
indic/ref.

mV

mV

Figure20.1Montagedeprinciped’unecellulevoltampérométrique.

a)Àgauche,montagedebaseàdeuxélectrodes,nonutilisédanslapratiquecaril a
pourinconvénientmajeurdefairepasserlecourantparl’électrodederéférence,àéviter
pourdemultiplesraisons;b)montageàtensioncontinuedanslequelaucuneintensité
nepasseparl’électrodederéférence(parsuitedesonimpédanceélevée);c)unmodèle
d’électrodeindicatrice(ditesélectrodedetravailàgouttedemercure). Beaucoupde
métauxpeuventêtreréduitsàlasurfacedumercureavantqueH + nesoitréduitàson
tour;d)schémaderaccordementavecpotentiostat.Cemontageélectroniquepermet
demaintenirlepotentield’uneélectrodedetravailàunniveauconstantparrapportà
uneléctrodederéférence;e)domainesd’utilisationdesquatreprincipalesélectrodes
detravail (CVpourabréviationdecarbonevitreux).Laplaged’utilisationdumercure
s’étendencoreplusloinducôtécathodiquedansunélectrolytecommeKCl ouNaOH
(−2V). Bienqu’il yaitrecouvrementdesplaged’utilisationentrelesélectrodes, leurs
sensibilités,pourunemêmeespèce,peuventêtretrèsdifférentes.
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20.2L’ÉLECTRODEÀGOUTTEDEMERCURETOMBANTE

L’électrodedetravaillaplusoriginaleestsansaucundoutecellequicomporteunemicro
gouttedemercurecommepartieactive.Elleréunitdesqualitésetdesinconvénientsquila
placenthorsducommun.Laméthodevoltampérométriquequiutilisecetteélectrodeprend
lenomdepolarographie(inventéedanslesannées1920parHeyrovsky).

Cetteélectrodeestconstituéed’untubedeverredontlecapillairecentral(10 − 70 mm
dediamètre), maintenuenpositionverticale, permetletransfertdumercureentreunré
servoiretsonextrémité. Celleci plongedanslasolutionnonagitée, contenant l’analyte
etunélectrolytesupport.Lasurfacedelapetitegouttequiseformeaugmentejusqu’àsa
chute(auboutde4à5s),provoquéeleplussouventparundispositifproduisantunléger
chocsurl’électrode.Unenouvellegoutteidentiqueremplacelaprécédente,présentantune
surfacerenouveléeetnoncontaminée.Lemercureestvitelimitéverslespotentielsposi
tifs(+0 ,25Vparrapportàl’ESC). Audelà, ils’oxydeàsontour. Enrevanche, versles
potentielsnégatifs,ilestutilisablejusqu’à −1,8ou −2,3Vselonquel’électrolytesupport
estacideoubasique. Cetteplagedonnebeaucoupdepossibilitésenanalyse, notamment
pourlesmétauxlourds.Lemercuredoitêtretrèspur(hexadistillé,etconservésousazote).
Cependantsonutilisation,comptetenudesatoxicité,constitueunréelhandicappourcette
technique.Aprèsusageilestrécupérépourêtrerecyclé.

20.3POLAROGRAPHIEÀCOURANTCONTINU

Dansl’expériencedebase—maintenantrarementutilisée—onappliqueàlagouttede
mercure,unetensionvariablecontinueE indic,fonctionlinéairedutemps,dontl’incrémen
tation(ouvitessedebalayage)estdel’ordrede1à2mV/sàpartirdupotentielinitial Ei

choisi.

Eindic. − Eréf = Ei ±v· t (20.1)

Lesigne ± signifiequelebalayagepeutsefairedanslesensanodique( v >0)ouca
thodique( v <0).Lepolarogrammerésultant,courbeI = f(E),présenteunouplusieurs
paliers(fig.20.2).Lahauteurd’unpalier,correspondantaucourantlimitedediffusioni D

(cf. §20.4), est fonctiondelaconcentrationdudépolarisant (l’analyte, quiest réduit au
contact dumercure)et permet doncuneexploitationquantitative. Lepotentiel dedemi
vague, déterminéàlamihauteuri D/ 2dupalier, estcaractéristiquedechaqueanalyteet
permetuneexploitationqualitativedupolarogramme.Plusieursespècesenprésencedans
unesolutionpeuventdoncêtreétudiéesaucoursd’unemêmeanalyse,àconditionqueles
potentielsdedemivaguesoientsuffisammentdistincts.Cetracémontreaussiunestructure
fineendentsdesciequiprovientdurenouvellementdesgouttes.

Ilestessentield’éliminertoutetracededioxygènedissousdanslasolutionparbarbotage
dediazoteparexemple, sinonlapolarogrammeseraitrenduinexploitableparsuitedela
réductiondudioxygèneeneauselonlesdeuxétapesquisontdétailléesdanslafigure20.6.
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-0,2 -0,3 -0,4 -0,5V

potentiel

int.

A A

0,2 A

V

courantrésiduel

courantlimite

courantdediffusion

Figure20.2Lavaguepolarographique.
Polarogrammed’unesolutionà10ppmdePb ++ dansKNO3 0,1M,obtenuavecune
électrodeàgouttedemercurecroissante.Lapositionmédianedelavague(ici-0,35V )
est caractéristiqueduplombet lahauteur dupalier, desaconcentration. Pour un
meilleurrendudelacourbe, lesoscillationssontici amorties.Àdroite, construction
graphiquepourlamesurede iD.Seulel’enveloppedupolarogrammeaétéreprésentée
(oscillationsabsentes).

Unavantagedelavoltampérométriesurl’absorptionatomique,estqu’ilestpossiblede
distinguerunélémentsousdesétatsdevalencedifférents,parexempleleferFe 2+ duFe 3+,
doncdelesdoserséparément(cf.fig.20.4).Certainsgroupementsorganiquessontégalement
électroactifs,parconséquentanalysablesparcetteméthode.

20.4LECOURANTDEDIFFUSION

L’aspectparticulierdelavaguepolarographiquepeuts’expliquercommesuit.Supposons
quelasolutioncontienneunsel deplombtrèsdiluédansunélectrolytesupport dont la
concentrationesttrèssupérieureàcelleduPb ++ àanalyser.Onappliqueàl’électrodeindi
catriceunetensionnégativecroissantlinéairementàpartird’unevaleurinférieureàcellequi
estnécessairepourréduirelecationPb ++.Àpartirde −0,35V(vs.Ag/AgCl),lesionsPb ++

sontréduitsaucontactdelagoutte.MaislesionsK +,nonréductiblesàcepotentiel,forment
autourdelagouttedemercureunécranempêchantlamigrationnormaledesionsPb ++ de
lasolution.Cependant,sousl’effetdugradientdeconcentration,lesionsPb ++ vonttenter
deparveniràlasurfacedel’électrode—oùilsserontréduits—uniquementpardiffusion
autraversd’unecouched’ionsK +.Cephénomèneestàl’origineducourantdediffusion.
Lecourantlimitemoyendediffusioni D ,dûpourl’essentielaufluxdesionsdel’analyte
considéréàl’instantquiprécèdelachutedelagoutte,dépenddeplusieursparamètres,dont
la«constanteducapillaire»:

i D = 607·n ·D1/ 2 ·m2/ 3 ·t1/ 6 ·C (20.2)

iD seraexpriméen mAaveclesunitéssuivantes: D, coefficient dediffusiondel’ion
(cm2/ s),m,débitmassiqueenmercure(mg/s),t,duréedeviedelagoutte(s),C,concen
tration(mmol/cm 3).n,nombred’électronstransférésaucoursdel’électrolysedel’ion(i D .
seraenampères(A)avecDenm 2/ s,menkg/s,tensecondesetCenmol/m 3).Lecoeffi
cient607estétablipour25

◦
C.
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Danslapratiquedesdosages,cetteexpression—connuesouslenomd’équationd’Il
kovicetquirendcomptedel’influencedecertainsfacteurs,estremplacéeparlaformule
simplifiée20.3danslaquelleKregroupelesparamètrespropresàlaméthodesuivieetà
l’appareilutilisé,cequienfaituneconstantepourundosagedonné.

iD = K ·C (20.3)

L’intensitétransitantparlagoutterésultedeplusieurseffetsparmilesquels:
 lecourantcapacitif (oucourantrésiduel).Ilfaitdel’interfacegoutte/électrolytesupport

l’analogued’uncondensateurparlafixationd’électronsenregarddesionsdel’électro
lytesupportnonréduits(ex.K +).Cecourant«nonfaradique»diminuetrèsviteaucours
dutemps,carildépenddelavariationdesurfacedS/dtdelagoutte,quidécroîtquandla
gouttegrossit.

 lecourantdediffusion(oucourantfaradique). Silasurfacedelagouttenevariaitpas
ildevraitdécroîtrecomme

√
t.Néanmoinsilaugmentecomptetenudelatensioncrois

santeappliquéeàlagoutteetdel’accroissementdesasurface.L’expansiondesasurface
fait plusquecompenserl’appauvrissement ensubstanceélectroactiveauvoisinagede
l’électrode. Lacourbereprésentativedel’intensitéafinalement l’aspect reportésurla
figure20.3.

N2

I moy.D

courant chute
delagoutte

temps
24s 24s

duréed'échantillonage
pourlatechnique"tast"

1électrodederéférence
2électrodedetravail

(indicatrice)
3électrodeauxiliaire(Pt)

1 32

µAmV

Figure20.3Celluledepolarographeetcourantdediffusion.
Lasolutiondoitêtredébarrasséedudioxygènedissous,omniprésent,quiconduitàune
doublevaguegênante.Aspectducourantdediffusion,fonctioncroissantedutemps
pourchaquegouttedemercure,dansune solutionnonagitée.Lapolarographiedi-
recteestuneméthodelente. L’enregistrementd’unvoltampérogrammenécessiteau
moinsunecentainedegouttes. L’équationd’IlkovicpermetdecalculeriD max.si on
remplacelecoefficient706par607dansl’équation20.2.

Latechniquequiconsisteànemesurerl’intensitéquependantuncourtinstant,tarddans
laviedelagoutte(techniqueTast),éviteletracéendentsdescie,maisconduitàunemoindre
sensibilitépuisquelecourantdediffusiondiminuecommelefluxdel’analytequivaducœur
delasolutionverslasurfacedelagoutte(fig.20.3).

20.5POLAROGRAPHIEÀIMPULSIONS

Pouraméliorerlasensibilitéetpourdistinguerdesanalytesdontlespotentielsdedemi
vaguenediffèrentquedequelquesdizainesdemV,onsoumetlagouttedemercure,non
plusàunetensionencroissancemonotonemaisàdesimpulsions. Lesdeuxprincipales
techniquessontlessuivantes.
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20.5.1Polarographieimpulsionnellenormale(NPP)

Pouréliminerl’aspect dentelédupolarogrammeclassique, onremplacelarampedeba
layageprécédenteparunesériedebrèvesimpulsionsdepotentiel(entre50à100ms),dont
lesvaleursvontencroissantmaiscommençantàunemêmetensiondebasequineprovoque
pasderéactionredoxsurl’analyte(fig.20.4).Cesimpulsionssontproduitesaurythmeforcé
durenouvellementdesgouttesdemercure(entre2et4s).Uneseulemesuredel’intensité
estfaitejusteavantlachutedechaquegoutte.Acetinstantlecourantfaradiquedediffusion
eststabiliséetlecourantcapacitifestdevenunégligeable.Lasensibilitédelaméthodede
basesetrouveaccruede2ou3décades.
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Figure20.4Polarographieàimpulsions.
TechniquesNPPetDPP.Ledessindel’extrémitédel’électrodedetravailavecunegoutte
enformationmontreàquel momentlesmesuressontfaites(voirlesflèchesaetb).
Exemplesdedosages.Ledosagedel’acideascorbique(vitaminec)dansunjusdefruit
(voirconditions)correspondàuneoxydationsurl’électrodedetravail.
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20.5.2Polarographieimpulsionnelledifférentielle(DPP)

Onappliqueàl’électrodedetravailunetensionquicorrespondpourchacunedesgouttes
demercuresuccessivesàuneimpulsiondemêmeamplitude(50mV)maispartantd’une
tensiondebaseplusgrande.Chaquegoutte,enfindevie,faitl’objetdedeuxmesuresd’in
tensité,lapremièrejusteavantl’impulsionetlasecondeavantqu’ellenetombe(fig.20.4).
Legraphedeladifférencedesintensitésenfonctiondelatensionrevêtl’aspectd’unpic
dontlahauteurestproportionnelleàlaconcentrationdel’analyte.

20.6DÉTECTIONVOLTAMPÉROMÉTRIQUEENCLHPETECHP

Laméthodevoltampérométriqueaétéadaptéeàunmodededétectiontrèssensibledes
composésélectroactifsenchromatographieliquide(silaphasemobileestconductrice)et
enélectrophorèsecapillaire. Ondisposedecellulesminiaturiséescomportantles3élec
trodesclassiquesdontuneélectrodedetravailportéeàunpotentieldéfiniparrapportàune
l’électrodederéférence. Lacelluleestbalayéeparlaphasemobilesortantdelacolonne
(fig.20.5).

hydrocarbures

phénols

amines

éthers

cétones

oléfines

domaineélectroactif( ESC)
dequelquescomposésorganiques

vs

+2 +1 0volts -1 -2

sortie

sortie

entrée

entrée

aux.

aux.

indic.

indic.

réf.

réf.

2.

1.

ba

2cm

1mm

électrode
auxiliaire

électrode
référence

extrémité
capillaire électrode

indicatrice

Figure20.5DétectionvoltampérométriquesenCLHPetECHP.
a)Deuxmodèlesdecellulesvoltampérométriques.L’électrodeindicatrice,engraphite
poreux,degrandesurface,travailledanslesconditionscoulométriques.Lacirculation
delaphasemobileauniveaudel’électrodeindicatriceassurelerenouvellementdes
espècesélectroactives;b)détailauniveaudel’extrémitéducapillaireenECHP.L’élec-
trodedetravailreçoitlesionssortantducapillaire.Lacellulen’estpasmatérialisée.Elle
setrouveréunieaveclecompartimentcathodiquedel’appareil. Endehorsdesphé-
nols,aminesaromatiquesetthiols,peudemoléculesanalytiquementimportantessont
électroactives.
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20.7CAPTEURSDETYPEAMPÉROMÉTRIQUES

Lesdosagesvoltampérométriquesnesontpaspratiquésdansleseulenvironnementclas
siquedeslaboratoiresd’analyse.Lesapplicationssontplusnombreusesqu’iln’yparaît.Un
grandnombred’instrumentsdecontrôle,portatifsounon,destinésàfairedesmesurespré
cisesdecomposésprésentsdanslesmélangesdegazoudevapeursoudessolutions,sont
équipésdecapteursélectrochimiquesbaséssurleprincipedelacelluleampérométriqueà
2ou3électrodes.Quelquescapteursdecetypesontétudiésciaprès.

20.7.1SondeàdioxygènedeClark

Laréductionélectrochimiquedudioxygèneaucontactd’uneélectrodeestàl’originede
plusieursmodèlesdecapteursquidifférentparlesréactionsmisesenjeu.Leplusclassique
estsansdoutelecapteurdeClarkpourledioxygènedissous,quicomporteuneanodeen
argentetunecathodeenplatine(l’électrodedetravail),toutesdeuxbaignantdansunélec
trolyteàbasedeKCl(fig.20.6).Cettecelluleestséparéedel’échantillonparunemembrane
detéflonperméableaudioxygène,cequipermetàcegazd’atteindrelacathodedistantede
lamembraned’environ20 mm.Onappliqueuneddpde1,5Ventrelesdeuxélectrodes,la
cathodeétantainsiportéeàunpotentielnégatifsuffisantpourréduiretotalementledioxy
gène(réactions1et2).L’intensitédanslecircuitextérieurcroîtproportionnellementàla
quantitédegazmigrantàtraverslamembrane,etparsuiteàsaconcentrationensolution
(loideFaraday).
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Figure20.6Unecelluleàdeuxélectrodesconcentriques,detypeClarkpourledosagedudioxygène.
Lamembraneentéflonperméableaudioxygène,esttrèsprochedelacathodepour

queladoublediffusionàtraverslamembraneetensuitedanslefilmliquideconduise
àunsignalstableauboutde10à15secondes.

Lafabricationdescapteursélectrochimiquesaconsidérablementévoluéetl’offres’est
diversifiée.Lestroisélectrodesducapteurpriscommeexempleicirésultentd’unetechnique
defabricationpropreauxcircuitsdemicroélectronique.Complétéparunemembraneetun
électrolyteconvenable,cecapteurpermetdedoserlechloredissousdansl’eau.Ilestbasé
surl’oxydationdel’ionClO

−
(acidehypochloreux).Lalimitededétectionestde1ppbV
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1supportsilicium
2nitruredesilicium(isolant)
3électrodeind.(platine)
4électrodedetravail(platine)
5électroderéf.(Ag/AgCl)
6polymère(polysiloxane)
7membranespécifique
8connexions
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Figure20.7Capteurissud’unetechniquedemicrolithographie.
Capteurpourdoserlechloreenmilieuaqueux.Dessinexécutéd’aprèsundocumentde
lasociétéMicrosens(CH).CapteurMAES-2402Dansledessinencoupe,lesépaisseurs
descircuitsnesontpasàl’échelle.Cetensembleestdestinéàêtrecomplétéparlereste
ducapteur(électrolyte,connexions).

20.7.2Autrescapteurspourgaz(AmperometricGasSensors)

BeaucoupdecapteursAGSsontbatisdelamêmemanière.Ayantl’aspectextérieurd’une
pileélectrique(fig. 20.8)cesontdescellulesélectrochimiquescomportantunélectrolyte
immobiliséetlestroisélectrodesclassiques(detravail,auxiliaireetderéférence).Quandle
capteurestexposéaumélangegazeuxcontenantl’espèceélectroactivepourlaquelleilaété
conçu,celleciestoxydéeouréduiteselonlescas,àunpotentielcontrôléparrapportàce
luidelaréférenceaumoyend’unpotentiostat,cequiproduituntransfertd’électronsentre
l’électrodedetravailetl’électrodeauxiliaire.Lepotensiostatpermetdemodifierlespoten
tielsd’électrode,doncdedoserdesanalytesdifférentsavecunmêmeappareilàcondition
dechangerdedétecteur.

Sensiblesetayantuntempsderéponserapidelorsquel’électrodedetravailestrecou
verted’undépôtcatalytique, ilssontutilisablessurunegammedeconcentrationétendue
(4décades).Enrevanche,ilsfonctionnentpourundomainedetempératureassezrestreint
(−10/ +40

◦
C), nécessitentdesréétalonnagesetdoiventêtrepériodiquementchangés,

carilss’usentetsepolluentavecletemps.Enfinonpeuttoujourscraindreunmanquede
sélectivité.

Pourcertainsgazdeuxélectrodessuffisent:ainsilafigure20.9illustreleprincipede
deuxcapteurs,l’unpourlemonoxydedecarbone(CO)l’autrepourledioxygène(O 2).Les
électrolytessontbiensuradaptésauxcellules.AinsipourleCOonutiliseunacideminéral
fort,tell’acidesulfuriqueetpourO 2 unesolutionfaiblementalcaline,àbased’acétatede
potassium.Cesélectrolytesliquidessontimmobiliséspardesmatériauxabsorbants.
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Figure20.8Capteursampérométriquespourgas(AmperometricGasSensors).
AssortimentdecapteursdelasociétéATMISensoricDiv.(Ger.).ModèleGasAlertMax3-
DLdelasociétéBWTechnologies(Can.);Laphotocentralemontrelecompartimentoù
sontrangésles4détecteursspécifiquesaux4gazdétectablessimultanément. Après
avoirfranchi unebarrièredediffusionspécifiqueafindenepassaturerlecapteur,le
gazestoxydé(CO,H 2S,NO,H 2,HCN)ouréduit(Cl 2,NO 2)enprésencedel’électrolyte
aucontactd’uneélectrodeditedetravaildegrandesurface.

électrodeauxiliaire

gaz gaz

électrodedetravail

barrièredediffusion

cellulepourlemonoxydedecarbone cellulepourledioxygène

connexions

dioxygène

séparateur

électrolyte
acide

électrolyte
basique

anodedeplomb

O+2HO+4e2 2

-
4OH

-

2PbO

CO+HO 2

HO2

CO +2H +2e2

+-

2H+2e
+-

1/2O 2 4OH
- +2Pb

Figure20.9Deuxmodèlesdecellulesàdeuxélectrodespourlemonoxydedecarboneetledioxygène.
Ilenestdecescellulescommedespilesetbatteries:elless’usentàl’usage.Enplusdes
composésdétectés,lesréactionsélectrochimiquesconsommentdesespècesprésentes
danslacellule.Il peuts’agirdel’électrolyteoudel’anodeelle-même(casdelacellule
pourledioxygène),ouencored’unréactifquidoitêtreprésent(unapportdedioxygène
peutêtrenécessairepourlacelluleaumonoxydedecarbone).©
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20.7.3Biocapteursàdétectionampérométrique

Unbiocapteurestconstituéd’uncomposéd’originebiologique(enzyme,anticorps)choisi
enfonctiondel’analyteetd’unsystèmecomportantdesélectrodespourconvertirlesignal
biologique(ex.fixationdel’antigènesurl’anticorps)ensignalélectriqueextérieur.

Pourlerendrespécifiqued’unanalyteonutilisegénéralementuneparoiperméablecom
portantunecouchedereconnaissancepiégeantl’enzymequisertàlafoisdecatalyseuràla
transformationdel’analyterecherchéetdepiègeprovisoireàélectrons.Ilpeuts’agir,par
exemple,d’unsystèmesandwichdanslequell’enzymeestimmobiliséeentreunemembrane
externeenacétatedecellulose,pourempêcherlepassagedesgrossesmoléculesprésentes
etunemembraneinternedepolycarbonatequilaissefiltrerleproduitversl’électrode.

Ledosageduglucosesanguinavecl’aided’appareilsportables,utilesauxdiabétiques,
afaitl’objetd’ungrandnombrederéalisationsdepuis1960. Toutesmettentenœuvrela
glucoseoxydase(GOX)et soit ledioxygène, soit unmédiateurtel unequinone, soit un
polymèreconducteurassurantletransportd’électrons(fig.20.10).

Pourcedosage,plusieursgénérationsdecapteurssesontsuccédés.Leprincipeestlesui
vant:pouroxyderleglucoseengluconolactone,quiestlaréactioncléadoptée,onfaitappel
àlaglucoseoxydase(GOX)enzymecomportantunsiteprosthétiqueàbasedeflavinequi
sertdepiègeprovisoireàélectrons,enpassantdesaformeoxydée(FAD)àsaformeréduite
(FADH2).Deuxprotonsetdeuxélectronssontcédésàl’enzymequisetrouveainsiréduite.
Pourretrouversonétatinitialoxydé, onfaitréagirsoitunemoléculededioxygène, avec
formationd’unemoléculedeperoxyded’hydrogène(premièregénération),soitunoxydant
(appelémédiateur,ex.quinone)qu’ilestaisédemélangeràl’enzymeàuneconcentration
connue(deuxièmegénération).Cesecondprocédéaméliorelasélectivitédudosage.

médiateurréduit médiateuroxydé

glucose gluconolactone

GOX.
(enzyme)

aucontactdel'anodePt
(+600mV Ag/AgCl)vs

-2e –

+2e –

-2e –

O
2HO

22

C
O

H

détaildelapartieactived'unbio-capteur

+++++1-membranesélective

3-électrodedemesure

2-enzymeimmobilisée
etmédiateur

carbone

1

2

3

formeréduiteformeoxydée

C
O

O(C)

GOX-FADH2GOX-FAD

1èregénération

2degénération

Figure20.10Dosageampérométriqueduglucose.

Àgauche,réactionsmisesenjeudanslesappareilsde1 ère oude2 èmegénération.O2
oulemédiateursontnécessairescarcesontdepetitesmoléculesqui parviennentjus-
qu’augroupementprosthétiquedel’enzyme,quinepourraitêtreaucontactdel’élec-
trodedeplatine.Lemédiateurpeutêtreégalementunsystèmeredoxàbased’osmium
immobilisédansunpolymère.Poursuivrelaréactiononpeutquantifierparampéro-
métrielaconsommationdedioxygèneoulaformationdeH 2O2 oularégénérationdu
médiateur.
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Lescapteursprécédentsmettentenjeudesréactionsaucontactd’uneélectrodedetravail.
Ils’agitd’unecatégoriedecapteursélectrochimiquesparmid’autres.Toutenrestantdansle
domainedesbiocapteurs,onrencontred’autresformesdedétection.Ainsionpeututiliser
uneuréasepourtransformerl’uréeenionsammoniumquiserontdétectésparuneélectrode
sélectiveàcetion, ouencoreunepénicillinasequidétruiralapénicillineavecapparition
d’ionsH + détectésparuneélectrodepH.

Untypeoriginal debiocapteurcalquésurleprinciped’untransistoràeffet dechamp
(TEC),consisteàremplacerlagrilledecetransistorparunemembranecomportantuneen
zymeadaptéeàlatransformationd’unanalyteparticulier(fig.20.11).Laréactionchimique
aucontactdel’enzymeferaapparaîtredeschargesauniveaudelacoucheisolante(silice),
donclavaleurdelaconductanceentrelasourceetledraindecetransistor.Lamesuresera
soitampérométriquesoitpotentiométrique.

-
+

résineisolantesolution

électrodederéférence

grille

couchecanal

membranesélective

source

sourcen

Sitypep

Sitypen

5mm

couched'enzyme

isolant(SiO2)

isolant(SiO2)

drain

drain

unTECn

p
nn

Figure20.11Uneélectrodesélectiveconçuesurleprinciped’untransistoràeffetdechamp.
Enplaçantuneenzymeaucontactdel’électrode,ilestpossibledesuivreuneréaction
particulière,lasurfacedelasilice(présencedefonctionssilanols)étantparticulièrement
sensibleauxionsH+.

20.8VOLTAMPÉROMÉTRIEÀREDISSOLUTION(STRIPPING
VOLTAMMETRY)

Lesméthodesàredissolutionanodique(oucathodique)sontdestechniquestrèssensibles
utiliséespourdoserlestracesdemétaux.Ellessefontendeuxétapes.
 Électrolyse.Suruneélectrodeportéeàunpotentielconstant,plongeantdanslasolution

agitée, ondépose, en1à30min, unefractiondesanalytesélectroactifsprésentsdans
l’échantillon.L’électrodeaucontactdelasolutionpeutrevêtirdesformesvariées:goutte
demercurependante(nonrenouvelée)oucylindreencarbonevitreuxrecouvertd’unfilm
demercureouélectrodetournanteàdisquedecarboneavecunajoutd’unseldemercure
danslasolution. Danstouslescasil seformesurlasurfacedel’électrode, avecles
analytesmétalliquesM n+,desamalgamesM(Hg).
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 Redissolution. Aprèsélectrodéposition, ondiminueprogressivement laddpentreles
deuxélectrodes, detravailetderéférence. Laréversibilitédesréactionsredoxconduit
àuneoxydationélectrochimiquedesanalytes(fig. 20.12). Lesélémentssontidentifiés
parleurpotentiel d’oxydoréduction. Dansl’exemplechoisi, il s’agit d’undosagepar
voltampérométrieanodique.Combinéeàlatechniqueimpulsionnelledifférentielle(DPP)
c’est maintenant laméthodevoltamétriquelaplusuniverselleet donclaplusutilisée.
Lesappareilsactuelsdonttouslesparamètressontcontrôlablesparlogicielfacilitentla
pratiquedecesdosageset offrent ainsi unealternativemoinscoûteuseauxméthodes
spectroscopiquestellel’émissionatomique.

potentielenV
( Ag/AgCl)vs

potentielappliqué(enV Ag/AgCl)temps:5min.vs

polarogrammed'unmélangede4ionsmétalliques

-1,2

1,5

-0,8

1,0

-0,4

0,5

0
0 5 10min

électrodeengraphite

corpsisolant

A

Zn:-1,08V
Cd:-0,66V
Pb:-0,49V
Cu:-0,08V

-1,2-1,1 -0,9 -0,7 -0,5 -0,3 -0,1 +0,1

Zn
Cd

Pb

Cu

0

Figure20.12Voltampérométrieàredissolution.
Programmationlinéairedupotentieldel’électrodedetravail. Exempled’électrodeet
analysedequatremétauxprésentsdansunéchantillond’eaudemerparpolarographie
impulsionnelledifférentielle(programmationdepotentielcommepouruneDPP).

20.9DOSAGESCOULOMÉTRIQUESÀCOURANTOUÀPOTENTIEL
CONSTANT

Lesméthodesdécritesprécédemmentcorrespondentàdesélectrolysespartiellesdesana
lytesaucontactdelamicroélectrodedetravail.Lesméthodescoulométriquesaucontraire,
sontbaséessurlaconversionquantitativedesanalytes. S’ilenestainsi, laconcentration
d’unanalyteest calculéeparapplicationdelathéorie, sansqu’il soit besoindefaireun
étalonnage. Il nes’agit doncpasd’uneméthodecomparative. Lasélectivitéest parfois
moyenneetlaméthodeestlente.Deuxtypesdeméthodescoulométriquescoexistent:
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 laméthodepotentiostatique, danslaquelleonmaintient lepotentiel del’électrodede
travail, cequi évitelesréactionsparasites. Lecourant décroit àmesurequel’analyte
disparaîtdelasolution.Ilfautunintégrateurélectroniquepourconnaîtrelaquantitéde
courantutilisée.

 laméthodeampérostatique,danslaquellel’intensitéestmaintenueconstante,parunam
pérostat,aucoursdudosagejusqu’ausignalquimarquelafindelaréactiondel’analyte.
C’estlaformededosagecoulométriquelaplussimple. Ilexistebeaucoupd’appareils
commerciauxdecetype. Lestitrimètrescoulométriquescomportent unecelluleavec
uneélectrodegénératricedegrandesurfaceet uneélectrodeauxiliaireséparéeparun
diaphragmeducompartimentderéaction.Cecompartimentagedelasecondeélectrode
évitequelesespècesforméesàsoncontactneviennentéventuellementréagirsurleré
actifforméauniveaudel’électrodedetravail(fig.20.13).
Ilarriveassezsouventquelatransformationdirecteettotaledel’analytesoitdifficile
parcequeleproduitformés’accumuleaucontactdel’électrode,cequiproduitsapolari
sation.Onéviteceproblèmeenajoutantunprécurseurenlargeexcèsdestinéàlibérerun
réactifintermédiairedontonsaitqu’ilréagitsurlatotalitédel’analyte.Ainsilecomposé
àanalyserneparticipepasdirectementdansleprocessusdetransfertd’électrons.

Àtitred’exemple,ledosagedesionsCl
−

pourrasefaireàpartirdesionsAg + générés
àlasurfaced’uneanodeenargent.Laquantitédecourantutilisée,encoulombs,permetle
calculprécisdelaquantitéd’analytetransformé,àconditionquelecourantneservequ’àla
formationdesionsAg +.Cesdosagesn’exigentpasdesolutionsstandard.Ondéterminela
quantitéabsolued’ionsformésàpartirducourantconsommé.Onconsidèrequelaquantité
decourantQ(C) = i(A)·t(s)correspondauseulanalyte.

20.10LEDOSAGEDEL’EAUD’APRÈSLAMÉTHODEDEKARL
FISCHER

Beaucoupdeproduitsmanufacturés, desolvantsetdematièrespremières, fontl’objetdu
dosagedeleurteneureneauou«tauxd’humidité».Parmitouteslesméthodespossibles,
celledeKarlFischeresttrèsemployéepuisqu’onestimeàenviron500000lenombrede
titragesdecetypeeffectuéschaquejourdanslemonde.

Cedosage,considérécommeuniversel,metenjeudesréactionschimiquesalliéesàune
formededétectionélectrochimique. Lesappareilsdédiésàcedosagesont soit despo
tentiographes(titrimètres), soitdescoulomètresmunisd’unecelluleàdiaphragme. Cette
dernièreméthode,plussensible,estadaptéeaudosagedetrèsfaiblesconcentrationseneau
(del’ordredumg/L).

Lesapplicationssont nombreuses: produitsagroalimentairesdetoutesorte, solvants,
gaz,pétrole,etc.Lesproduitssolidesinsolublesdoivent,préalablementaudosage,êtresoit
réduitsenpoudre,soitextraitsavecdessolvantsanhydres,soitentraînésazéotropiquement
oubienencoreêtrechaufféspourenfairepartirl’eau.Lesseulscasdifficilessontlesproduits
trèsbasiquesoutrèsacidesquidénaturentleréactifainsiquelescétonesetaldéhydesqui
perturbentletitrageparformationd’acétals(onutilisealorsdesréactifsspéciaux).©
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20.10.1Lesréactionsmisesenjeu

Enprésenced’eau, l’ioderéagit surledioxydedesoufre, pourconduireàuneréaction
d’oxydoréduction,spécifiqueàcestroiscomposés:

2I+SO 2 +2H 2O −→ H2SO4 +2HI

Cetteréactionquantitativedel’eaupeut servirainsi àladoser. Onyparvient si, par
exemple,onajouteunebasepourneutraliserlesacidesformésetdéplacerainsil’équilibre
−K.Fischerutilisaitlapyridine.

L’iodeétant unsolideet ledioxydedesoufreungaz, onutiliseunsolvant auxiliaire
polairequi sert àlafoisdediluant et demilieuréactionnel. Onprendgénéralement le
méthanol et plusrarement lemonoétherméthyliqueduglycol (oududiéthylèneglycol).
Danscesconditionsledioxydedesoufreinteragitaveclesolvant.Ainsiavecleméthanol,il
seformedel’hydrogénosulfitedeméthylequidevientl’espèceactivesurl’iodeenprésence
d’eau:

CH3OSO2H+2I+H 2O −→ CH3OSO3H+2HI

Contrairementàlapremièreréactionécrite,enprésencedeméthanol,uneseulemolécule
d’eauréagitsurdeuxatomesd’iode.L’hydrogénosulfitedeméthyleestoxydéenhydrogé
nosulfate,transforméenprésencedebasedetypeRNenunseld’ammonium.Finalement
laréactiondeKarlFischerpeutêtrereformuléeainsi:

H2O+2I+[RNH] +CH3OSO
−
2 +2RN −→ 2[RNH] + I

−
+[RNH] +CH3OSO

−
3

Aveclapyridine,ilyaformationduseldepyridiniumC 5H5NH+ (CH3OSO3)
−

.Cettebase,
d’odeurtrèsdésagréable, estmaintenantremplacéeparl’imidazoleouladiéthanolamine,
inodores,etconduisantàdesréactifscommerciauxplusstables.

Laprésencedevapeurd’eauatmosphériquedevantêtreévitée, lerécipient dudosage
estisolédel’atmosphèrepardestubesdeséchage.Enoutre,lesolvantdedilutionn’étant
quetrèsrarementanhydre,parsuitedesoncaractèrehygroscopique,ilfautdéterminersa
teneureneau,préalablementaudosage.Ladétectiondupointd’équivalenceesteffectuée
paruneméthodeélectriqueplutôtquevisuelle,endécelantlabrusquevariationdetension
auxbornesdedeuxpetitesélectrodespolariséesdeplatinequi plongent danslemilieu
réactionnel(fig.20.13).

Leréactif, mélangededioxydedesoufre, d’iodeet delabase, est caractériséparle
nombredemgd’eauquipeuventêtreneutraliséspar1mLduréactif,cequ’onappellela
concentrationmassiqueéquivalenteeneauouencoretitreTduréactif.

20.10.2AdaptationcoulométriquedudosagedeKarlFischer

Pourobtenirunebonneprécisionaveclatechniquecidessus,ilfautaumoins10mgd’eau
dansl’échantillon,étantdonnél’ordredegrandeurdutitreTduréactifcommercialdeKF
(quelquesmg/mL). Silesquantitésd’eausontplusfaibles(jusqu’à10 mgd’eau), onfait
appelàlaméthodecoulométrique.

Lesinstrumentsautomatiséspoureffectuercedosagesontdoncproposésendeuxver
sions,l’uneditenormaleetl’autreditecoulométrique.
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Danscettesecondevariante, l’iodenécessaireaudosageest généréàpartird’unpré
curseur,aufuretàmesureparvoieélectrochimiqueàl’aided’impulsionsélectriquesap
pliquéesauxélectrodes:leréactifdeKFmodifiéenconséquence, contientuniodure(le
précurseur)quiestoxydéendiiodeaucontactdel’anode.Cettecelluleàélectrolyseestmu
nied’undiaphragmeentrelescompartimentsanodiqueetcathodique(fig.20.13).Àl’anode,
l’ioniodures’oxydeeniode(2I

− −→ I2 +2e
−

),unemoled’eaunécessitantdeuxfaradays.
LevolumederéactifKFquisertdanslecalculdeconcentrationdanslaméthodeclassique,
estremplacéparlamesure,plusprécise,d’unequantitédecourant,sachantqu’1mgd’eau
équivautà11,72coulombs

détecteur

prised'essai

barreaumagnétique

(diazote)

solvantréactifdeK.Fischer

Figure20.13Dosagedel’eauparlaméthodedeK.Fischer.
Undosageconventionnelàlaburetteavecdétectionvisuelledupointd’équivalence
conduiraitàdesrésultatsimprécis.Onutiliseunecellulecomportantdeuxpetitesélec-
trodesdeplatine. Tantqu’il n’yapasd ’iodelibreensolution, lesélectrodesrestent
polariséesetilnecirculedoncqu’unfaiblecourant.Dèsquelepointd’équivalenceest
atteint,l’iodeenexcèsentraîneladépolarisationdesélectrodesetlemicroampèremètre
révèlealorslepassaged’uncourantplusintense.

20.11CONDUITED’UNDOSAGESELONLAMÉTHODE
DEKARLFISCHER

Ledosageestconduitendeuxétapes.Oncommencepardéterminerl’équivalenceeneau
duréactifdeKF(titreT),puisondosel’eaucontenuedansl’échantillon. Lesdifférentes
opérationssefontàlasuite,dansunecelluledemesurespéciale,àl’abridel’atmosphère.

Commepourbeaucoupdedosagesvolumétriques,ilestpossibledesuivreunevoiede
dosagedirect,oubienunevoiededosageenretour.Danslavoiedirecteonatteintlepoint
d’équivalenceenajoutantjustelaquantiténécessairederéactifdeKarlFischer(appeléKF
danslasuitedutexte).Danslavoieenretour,onajouteunexcèsdeceréactif,avantd’en
doserl’excèsenutilisantlesolvantnonanhydredontonadéterminélateneureneauparun
prétitrage,etquiaétéplacédanslaburette.
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20.11.1DosagepréliminaireduréactifdeKarlFischer
 Pardosagedirect

Onintroduitdanslerécipientdudosage,unvolumeV 1 desolvant(soiticileméthanol).
SoitV 2 levolumederéactifnécessairepouratteindrelepointd’équivalence(onfaitce
qu’onappellele«blancdusolvant»).
Onajouteensuitedanslacelluledemesureunemassedemmgd’eaumesuréesoitavec
l’aided’unemicroseringuedutypeutiliséenchromatographie(au1/10demicrolitre),
soitsousformed’unemasseprécised’unhydratesolidedecompositionconnue:acide
oxaliqueà2H 2O(28,57%eneau),outartratedesodiumà2H 2O(15,66%eneau).Soit
V3 lenouveauvolume(enmL)deréactifnécessaire, pourretrouverlepointd’équiva
lence.LetitreTduréactif(sonéquivalenteneau,normalementdel’ordrede5mg/mL)
estdonnéparlarelation20.4:

T =
m
V3

(20.4)

anolyte

agitateur
magnétique

anode
dugénérateurd'iode

cathodedugénérateur
d'iode

catholyte

membrane

électrodesdu
générateurd'iode

électrodeàdouble
pointedeplatine

Figure20.14CelluleducoulomètreKarlFischermodèleDL-37
(reproduitavecl’autorisationdelaSociétéMettlerToledo).

Lediaphragmeapourbutd’éviterquel’iodeoxydelesionsréduitsapparusàlasurface
delacathode.

 Pardosageenretour
Oncommenceparintroduireunequantitésuffisantederéactifpourcouvrirlesélectrodes
dedétectiondelacellule(cettequantitéd’environ20mLdépenddelaconceptiondela
cellule).Onajouteensuiteduméthanolsolvant,jusqu’aupointd’équivalence.Aprèscette
premièrephasededéshydratation,ditedeprétitrage,ondisposed’unmilieuparfaitement
anhydredanslacellule,pourpoursuivrelesautresétapes:
• onajoutedanslacelluleunvolumeV 2 deréactifdeKFquel’onneutraliseavecun

volumeV 1 deméthanolsolvant.
• onintroduitunemasseprécisedemmgd’eaucommepourledosagedirectetonajoute

unvolumeV 3 deréactifdeKFexcédentairede2ou3mLàlaquantiténécessaire.
• l’excèsderéactifestneutraliséparunvolumeV 4 deméthanolsolvant.
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LetitreT(expriméenmg/mL)estde:

T =
m

V3 − V2

V1
V4

(20.5)

LetitreduréactifdeKFévolueaucoursdutempsparmanquedestabilitédessolutions.
C’est pourquoi lesfabricantscommercialisent généralement ceréactifdansdeuxflacons
distincts:l’uncontientunmélangededioxydedesoufre, deméthanoletdebase, l’autre
l’iode,ouunesolutioniodée.L’utilisateurmélangelescontenusdesdeuxflaconsquelques
joursavantemploi.

20.11.2Déterminationdelateneureneaud’unéchantillon
 Pardosagedirect

Onajouteàlasolutionanhydrecontenuedanslacellule, Pmgdel’échantillon,soittel
quel, soitensolutiondansunvolumeV 5 dumêmesolvant. S’ilfautunvolumeV 6 de
réactifdeKFpouratteindrelepointd’équivalence, lamassed’eaupcontenuedansla
prised’essaiestégaleà:

p = T · V6 − V2

V1
V5 (20.6)

Maissil’échantillonaétéintroduitsanssolvant(V 5 = 0),laquantitéd’eaudansl’échan
tillonseradonnéeparlaformulesimplifiée:

p = T ·V6 (20.7)
 Pardosageenretour

Onintroduit Pmgdel’échantillondanslerécipientdetitrageetonajoutelevolume
V7 (mesuré)deréactifdeKFcorrespondantàunexcès.Enfinondosecetexcèscomme
cidessusavecunvolumeV 8 deméthanol.
Àpartirdecesvaleurslamassed’eaupdanslesPmgdeprised’essaiest:

p = T · V7 − V2

V1
V8 (20.8)

Enfin,lateneureneau(expriméeenpourcentage)estdonnéeparlarelation:

H2O% = 100 × p
P

(20.9)

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.coxinstrument.com www.metrohm.ch www.gamry.com
www.pineinst.com www.radiometer.tm.fr



412 Exercices

EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice20.1
Onconsidère, enpolarographie, unesolutionaqueusedenitratedeZn(Zn(NO 3)2)de
concentrationégaleà10

−3 MdansKCl0,1Mutilisécommeélectrolytesupport.
Calculerlerapportdesdeuxintensitésdemigrationetdediffusionpourl’ionZn ++ àproxi
mitédelacathode.
Données: mobilitésioniques(m 2 ·V

−1 ·s
−1):Zn ++,5,5 × 10

−8 ;NO
−
3 ,7,4 × 10

−8 ;
K+,7,6 × 10

−8 ;Cl
−

,7,9 × 10
−8.

Exercice20.2
Uneélectrodeàgouttedemercureestrégléedetellesortequ’unegouttetombetoutesles
4s(t=4s).Lamassedemercurecorrespondantà20gouttesestde0,16g.Calculerledébit
massiquemoyendemercureenmg/s.
Enadmettantquecedébitestproportionnelàlahauteurdemercuredansleréservoir,que
deviendraitladuréedeviedesgouttessilahauteurdemercureestmultipliéepar3?

Exercice20.3
Calculerlamoyenneducourant dediffusioni D pourl’ionPb ++ àlaconcentrationde
1 × 10

−3 MdansKCl0,1Maqueuxà0
◦

C.
Données:m = 2 × 10

−3 g·s
−1 ; t = 4s; D = 8,67 × 10

−6 cm2 ·s
−1.

Exercice20.4

1. Unéchantillonde25mLdontlaconcentrationenZn ++ estd’environ2 ×10
−8 Mconduit

parélectrolyseàuncourantde1,5nA.

a)Calculerletempsnécessairepourdéposer3%duzincprésent.
b)Montrerquelatechniqueparstrippingestplussensible.
2. Trouverlepourcentaged’appauvrissementd’unesolutionde20mLdenitratedezinc,
1 × 10

−3 Menceréactifaucoursd’undosageparpolarographied’uneduréede5minutes.
L’intensitédanslecircuitestde15 mA.

Exercice20.5
Onveutdoserlaquantitéd’eaudansunlaitenpoudreparlaméthodedeKarlFischer.Le
réactifestpréalablementétalonnécommesuit:
Onintroduitdanslacelluledemesure15mLdesolvantconstituédeméthanoletdeforma
mide.Onajoute3mLderéactifdeKFpouratteindrelepointd’équivalence.
Onintroduitalors205mgdedihydratedel’acideoxalique.Ondoitajouter13mLderéactif
deKFpouratteindreànouveaulepointd’équivalence.Onintroduitenfin1,05gdelaiten
poudredissousdans10mLdumêmesolvant.Ondoitajouter12mLderéactifdeKFpour
reveniraupointd’équivalence.
Calculerle%massiqueeneaudelapoudredelait.
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Exercice20.6
Calculerlaconcentrationmassiqueeneaud’unlotd’éther«anhydre»sachantqu’ilfaut
1coulombpouratteindrelepointd’équivalencedansundosagedeKarlFischer(version
coulométrique)réaliséàpartirde1mLd’éther.Onrappellequ’ilfautdeuxatomesd’iode
parmoléculed’eauetqueladensitédel’étherestde0,78g/mL.

Exercice20.7
Pourdoserleferferreuxprésentdansunesolutionaqueuseparcoulométrieampérostatique,
ilestpréférabled’ajouterunpeud’unseldecérium(Ce +++).OnrappellequelecationCe +++

s’oxydeàunpotentielplusfaiblequeceluidel’eauetqu’ilestplusoxydantqueleFe ++.
Écrirelesréactionsconcernées.



Chapitre21

Traitementdeséchantillons

Pourtouteanalysechimique, l’analyte, qui désignel’espèceàdoser, doit êtreenquan
titésuffisanteet sousuneformequi conviennent àl’instrument utilisé. Laplupart des
échantillonsnécessitentdoncund’unprétraitementspécifique.Cetteétape,quifaitsuiteà
l’échantillonnageproprementdit,estconsommatricedetemps.Elleconditionnelerésultat,
aumêmetitrequelamesureellemêmeoulaprécisiondel’instrumentutilisé.Sachantque
lamoitiédesanalysestombentdanslacatégoriedesanalysesdetraces(moinsde1ppm
d’analytedansl’échantillonbrut),ilfautdesméthodesd’enrichissementimportantes.Sui
vantlesappareilsetlesméthodesonfaitappelàdiversestechniquesd’extraction. C’est
undomaineactivementétudiéquibénéficiedesacquisrécentsdelachimieetdelaroboti
sation.Legrandnombred’analysessurdetrèspetitséchantillons,afavorisél’apparition
deprocédésnouveauxvisantàraccourcirlestempsdepréparation.Cechapitreest,pour
unelargepart, consacréauxtraitementsréservésauxéchantillonsdestinésauxanalyses
chromatographiques.

21.1LANÉCESSITÉD’UNTRAITEMENTPRÉALABLE

Lamiseenœuvred’uneanalyseimposededisposerd’unéchantillon. Celuici contient
généralement lesespècesrecherchées, encoreappeléesanalytes, (termeanglais) et le
restedescomposés, ennombrevariable, qui constituent dansleur ensemblecequ’on
appellelamatrice. Quandils’agitdedoserdestracesparmid’autrescomposésdesmil
liersdefoisplusabondants, onpeut toujourscraindrequelesrésultatssoient influen
céspar lacompositiondelamatrice. Cetyped’interférencesentreanalyteset autres
composésrendnécessairedeprocéder àunprétraitement del’échantillon. Cetravail
supplémentairesurl’échantillonétant consommateurdetemps(fig. 21.1), onacherché
àfaciliter, àautomatiser, lesméthodestraditionnellesd’adsorption, d’extractionoude
précipitation.

Ledosageparabsorptionatomique,àl’échelledumg/L,dequelquesélémentsdansles
eauxdeconsommationoul’enregistrementd’unspectreinfrarougeàpartird’unproduitor
ganiquepur,souventeffectuésenlaboratoired’enseignement,correspondentàdessituations
idéalementsimplesdanslamesureoùl’échantillonnenécessitepasdeprétraitement.Ilen
vaautrementdelaplupartdeséchantillonscourants.
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analyse
(15%dutemps)

résultatsetrapports
(25%dutemps)

préparation
del'échantillon
(60%dutemps)

Figure21.1Statistiquefaisantétatdelarépartitionmoyennedutempspassépourfaire
uneanalyseparchromatographie.

Lapréparationdeséchantillonsreprésentegénéralementunefractionimportantedu
tempstotalconsacréàl’analyse.

21.2EXTRACTIONENPHASESOLIDE(SPE)

L’extractionsurphasesolideestutiliséecourammentpourpurifierouconcentrerunextrait
brutpréalablementaudosaged’unouplusieursdesesconstituants.Ceprocédéremplace
avantageusementdeplusenplussouventlaméthoded’extractionliquide/liquidequel’on
faitenutilisantuneampouleàdécanter,unprocédécomparativementmoinsrapideetplus
coûteux.

Àcettefinonutiliseunepetitecartoucheouverteenmatièreplastique,ressemblantàun
corpsdeseringue,contenantunadsorbantsolideapproprié(parex.unecartouchede100à
300mgd’unephasetypeRP18)surlequelonfaitpasserunvolumeconnudel’extraitbrut
(fig.21.2).Ilexistedeuxmodesd’utilisation:

–Lemodelepluscourant consistedansunpremiertempsàretenirsurl’adsorbant les
composésd’intérêtpourl’analyseprojetéeetàéliminerdelamatriceinitiale,parrinçage,
lepluspossibledeconstituantsjugésindésirablespourlasuitedudosage.Dansunsecond
tempsonrécupèreparélutionlesanalytesavecunfaiblevolumedesolvant.Onaainsi
reconstituéunesolutionfortementenrichieenanalytes,unenécessitépourlesanalyses
detraces.

–L’autremode,moinsfréquent,bienquetrèssimple,consisteàfairepasserl’échantillon
surleremplissagepourretenirlescomposésnondésiréstandisquelesanalytespassent
librement.Danscecasilssontpurifiésmaisnonconcentrés.
Lanaturedesadsorbantsest prochedecelledesphasessolidesdelachromatogra

phieliquide. Ontrouvedesgelsdesilicegreffés(polaritédephaseinversée), avecune
granulométriede40à100 mmpourpermettreunepercolationd’undébit plusrapide.
D’autresadsorbantsàbasedecarbonegraphitéoudecopolymèresstyrènedivinylbenzène
àgrandesurfacespécifique, porteursdegroupementsfonctionnels, sontplusstablespour
lessolutionsàpHtrèsacides. Ontrouveégalement desdisquesd’extraction(0,5mm
d’épaisseur et 25à90mmdediamètre) utiliséscommel’est unpapier filtresur une
fioleàvide, destinés àretenir les traces decomposés organiques présents dans des
volumes importants desolutions aqueuses, cequi n’est guèrepossibleavecles car
touchesdécritescidessus. Il yadanscecasuneconcentration(lefacteur d’enrichis
sement peut atteindre100, cequi facilitel’analyseenaugmentant leslimitesdedétec
tion).
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Lesutilisationstypessontlessuivantes:onisolelescomposésnonpolairesd’unematrice
polaireavecunecartoucheouundisquedegeldesilicegrefféC18ouonisolelescomposés
polairesd’unematricenonpolaireavecunecartoucheremplied’unephasenormaleouenfin
onisolelescomposéschargéssurunephaseéchangeused’ions. Cestroisexemplessont
adaptésrespectivementauxanalysesparCLHPenpolaritédephaseinversée, normaleet
ionique.

Cettesortedefiltrechimiqueestutilisableuneseulefois.

Leprocédépeutêtreautomatisé.Ilconvientgénéralementmieuxpourlescomposéshy
drophobesouapolairesquepourlessubstancesioniques.

conditionnement rétention rinçage

b c d e
a

élution

caféine

solvant

0 4 8

min

Figure21.2Extractionenphasesolide.
Séparationd’unanalytedelamatrice.Danscetexemplel’analyteestleseul composé
retenu.Ondistinguelesétapes: a), b) activationetrinçagedel’adsorbantavantem-
ploi; c) dépôtd ’unvolumedonnédel’échantillon; d) éliminationdesinterférences;
e) récupérationdel’analyteparpercolation.Àdroite,chromatogramme(CPG)obtenu
aprèstraitementparcetteséquenced’1mLdecafé.Enbas,cartouchesd’extractionen
phasesolide(SPE) ;onnoteraqu’ellesontunepartieréservoirde1à3mL.Àdroite,
préparateurd’échantillons(modèleAspecXL4reproduitavecl’autorisationdelasociété
Gilson).
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Deuxpointsparticuliersméritentattention:dansl’étaped’extractionilnefautpasat
teindrelevolumederelargage(volumedepercée),audelàduquelunepartieducomposé
àextrairen’est pluspiégéeparlacartouche. D’autrepart dansl’étapedepercolation, le
rendementdelarécupérationducomposéadsorbéestrarementtotal.Silaméthodededo
sagefaitappelàunedétectionparspectrométriedemasse,onpeutrésoudreceproblèmede
quantificationenajoutantàunvolumedonnédel’échantillonavantextractionunequantité
connuedecemêmecomposémarquéàl’aided’unisotopestable.Lecomportementdans
l’extractiondesdeuxformesducomposéétantlemême,lacomparaisondeleurssignaux
respectifspermetd’établirlerapportdeleursconcentrationsdoncdeconnaîtrefinalement
laconcentrationcherchée. Onal’équivalentd’uneméthoded’étalonnageinterneavecun
étalondontlecoefficientderéponserelatifseraitde1(cf.§4.9).

Unaxederechercheactuelconsisteàpréparerdesadsorbantsayantuneaffinitémarquée
pouruntypedecomposéparticulier.Pourcelaonsynthétisedespolymèresquipossèdent
dessitesdereconnaissancesousformededéformationsdelasurface, aptesàpiégerdes
moléculescibles. Leprinciperetenurappellecelui del’immunoextraction, encoreplus
sélectif,expliquéciaprès.

Enextractionliquideliquideconventionnelle, il yadilutiondel’analytedans une
grandequantitédesolvant. Parconséquent lorsqu’onconcentrelasolutiond’extraction,
onconcentrenécessairement lesimpuretésnonvolatilescontenuesdanslesolvant, ce
qui rendbiensouvent laméthodeinacceptablesi onnedisposepasdesolvantsultra
purs. Si 1mgd’unanalytesetrouve, parexemple, mélangéavec1mLdesolvant pur
à99 ,9%, cedernier apporteunemassedeproduits annexeségaleàcelledel’ana
lyte.

21.3CARTOUCHESD’IMMUNO-EXTRACTION

Aveclescartouchesclassiquesd’extractionenphasesolide, larétentiondesanalytes
est baséesur lesinteractionshydrophobes. Ellepeut manquer desélectivitési lama
tricedanslaquellesetrouvel’analyteàl’état detracecontient descomposésinterfé
rantsdont laconcentrationest beaucoupplusgrande. Lerésultat risquant d’êtrefaussé,
il aétédéveloppédesmatériauxd’extractionaptesàisoler leseul analyte. Cettere
connaissancemoléculaireest baséesur les interactions dutypeantigène/ anticorps
(cf.§17.6).

Enfixant,parliaisoncovalenteuncomposéappeléanticorpssurunsupportsolideadapté,
onmodifiesastructureensurfacequiretientalorssélectivementl’antigènecorrespondant
(fig. 21.3).Ceprincipeadoptédepuislongtempsdansledomainemédicaltrouvedesap
plicationspourlespetitesmoléculesorganiques.Ainsiilexistedescartouchesd’extraction
contenantdesanticorpsbaptisésantiatrazine,antisimazine,ouanti–isoproturon(familles
destriazinesetdesphénylurées).Ellessontadaptéesàlarecherchedesherbicidesportant
lesmêmesnoms.

Commeil aétésignalédansleparagrapheprécédent, lerendement del’extraction
n’est jamaisde100%. Il peut s’agirpourl’immunoextractiond’unnombreinsuffisant
desitesactifs. Ondoit doncprendrelaprécautiond’ajouterunequantitéconnued’un
traceur.
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123 4

Figure21.3Principedel’immuno-extraction.
Lesdifférentesétapesduprocédéclassiquesurunsupportgrefféavecunanticorps
adaptéauxmolécules«carrées». Aprèsl ’étapedefixation(2), puisderinçage(3),
l’élutiondel’analyteestfaiteavecunsolvantorganique(étape4).

21.4PROCÉDÉSDEMICROEXTRACTION

21.4.1Microextractionenphasesolide(SPMEdelasociétéSupelco)

LedispositifmisaupointparlaSociétéSupelcocomporteuneseringueparticulièredans
laquelleunecourtefibre, fixéeàl’extrémitédupiston, peutsortirparl’aiguilleouyêtre
rétractée.Cettefibreensiliceporeuse,recouverted’unadsorbantpolymériqueoud’ungel
desilicedetypeC18,estintroduitependantplusieursminutesdanslaphaseaqueuseàana
lyser(fig.21.4a)oudansl’espacesituéaudessusdesasurface(«espacedetête,cf.§21.6).
Ainsiexposée,ellesechargedescomposésextractiblesdelamatrice.Elleestensuiteinsé
réedansl’injecteurd’unchromatographe,où,pareffetdelatempérature(analyseparCPG)
oud’unsolvant(analyseparCLHP),lesanalytessontdésorbés,puisséparés.Onobtientde
bonsrésultatspourlessérieshomogènesd’échantillons.Lamêmefibrepeutêtreréutilisée
unecinquantainedefois.

21.4.2Microextractionenphaseliquide(LLE)

Lamicroextractionliquide / liquideconsisteàimmergerl’aiguilled’unemicroseringue
remplieavecunsolvanttrèspurtell’hexanedanslasolutionaqueusecontenantlespro
duitsàextraire(fig. 21.4b). Onfait apparaîtreàl’extrémitédel’aiguilleunegouttelette
decesolvant qui vaabsorber pendant quelquesminuteslescomposésdissousdansle
milieuxaqueux, puisonréaspiredanslaseringuecettegoutteletteavant del’injecter
enCPG.

Lapurificationdepetitesquantitésdesolutionsaqueusessepasseavantageusementdela
classiqueampouleàdécanterenlaremplaçantparunepetitecolonnecontenantunmaté
riauporeuxchimiquementinertequiabsorbefortementl’eau.L’échantillonaqueuxesttout
d’abordintroduit danslacolonne(dont levolumedoit êtretel quetoutelasolutionsoit
absorbée).Àcestadel’eaudiffusedanslematériauinerteetsecomportecommeunfilm
immobiledephaseaqueuse.Cecipermetdeneutraliseretlaverlaphaseaqueusecontenant
lesanalytesparunsolvantnonmiscibleàl’eau.
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gouttedesolvant

solutionaqueuse

microseringue

analyseCPGouCLHP

ba

12 3

Figure21.4Procédésdemicroextraction.
a) Microextractionutilisantunefibred’adsorption;b) microextractionavecuneseule
gouttedesolvantorganique.

21.5EXTRACTIONGAZEUSESURCOLONNEOUSURDISQUE

Pourdoserdefaiblesconcentrationsdecomposésmoléculairesparticuliersàl’étatdeva
peurdansl’air(hygièneindustrielle, analysesenvironnementales), lameilleureméthode
actuelleconsisteàlespiégerenfaisantpasserunvolumedéterminédel’échantillondans
untubeadsorbantoudansunecartouchedutypeSPEàusageunique(fig.21.5).

0 1 0 2 030

2-carbonegraphite(pourpetitesmolécules)
3-tamismoléculaire(pourcomposéslégers)

0-tampondelainedeverre
1-carbonegraphite(pourgrossesmolécules)
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-H-H 2O
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1-acetaldéhyde
2-formaldéhyde
3-acroléine(3ng)
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4

2

4: 2-(hydroxyméthyl)pipéridineenexcès

"blanc"

analyseCPG

échantillon

aldéhyde

(4)

oxazolidine

Figure21.5Extractiond’ungaz.
Principed’unecolonned’extractiongaz/solide–Réactionchimiquemiseenjeupour
dériverunaldéhyde(testd’atmosphèrepolluée,documentSupelcoInc.).
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Lacompositiondesadsorbantsesttrèsvariable:tamismoléculaire, noirdecarboneà
structuregraphitique,polymèresorganiquesporteursdefonctions,unmêmetubepouvant
contenirunesuccessiondeplusieursadsorbantsdifférents.Unepompedébitmétriqueassure
l’aspirationd’unvolumegazeuxprérégléenfonctiondelacapacitédupiège(débitde0,1
à1L / min).

Lescomposésadsorbéssontrécupéréssoitparextractionaumoyendesolvants(assez
souventdusulfuredecarbone),soitpardésorptionthermiqueparungazvecteur(cequia
pouravantagedenepasdiluerlesanalytes).

Cettedernièretechniqueestadaptableàl’analyseparchromatographieenphasegazeuse.
Lepiègeestsoumis,dansunfourspécial,àuneélévationdetempératurepouvantatteindre
350

◦
Cenquelquessecondes.Lescomposésdésorbéssontdirectementtransférésdansl’in

jecteurduchromatographe.Enalternativeàcesfours,ilexistedestubesd’extractiond’un
diamètresuffisammentpetitpourqu’ilsoitpossibledelesintroduiredirectementdansun
injecteurmodifié.

Larécupérationdescomposésest considéréecommesatisfaisantelorsqu’elleatteint
60%,maiselleestsouventpresquequantitative.

«Purgeandtrap»Unmêmetubed’extractionrempliavecplusieurscouchesd’adsor
bantspermetderetenirunelargegammedecomposéspolairesetapolaires.Chaquecouche
protègelasuivanteplusactive.Lapremièrecouchesertàpurgerl’échantillondescomposés
lourds.Lescomposéslégersetlesgazsontadsorbésparlessuivantes.Poureffectuerlaré
cupération(trap),oninverselecircuitdugazdebalayage,sibienquelescomposéslourds
(depoidsmoléculairesélevés),retenusaudébutdutube,s’éliminentenpremier(cf.§21.6).

Desproblèmesnouveauxontfaitleurapparitionaveclaproportionimportantedesana
lysesdetraces(plusde50%deséchantillonstraités):adsorptionsurlesparoisdesréci
pients, actiondudioxygènedel’airambiant, évaporationdesanalytes, etc. Onprivilégie
parconséquentlesméthodesconduisantàunfortenrichissement,enconservantuntemps
d’extractioncourt.

Lesmêmesprincipessontappliquéspourréaliserdestubesdétecteursquicomportent
enplusdesadsorbantsunréactifquiprovoqueunchangementdecouleurducontenudu
tube.C’estunmoyensimplesansextractiondesurveillancedecontaminantssansanalyse.
Lesalcootestspeuventêtrerangésdanscettecatégorie.Ilexisteenfindesbadgesutilisésen
hygièneindustriellepourlescontrôlesdepollutionsurleslieuxdetravailoudansl’environ
nement.Lacirculationdel’airàtraverslebadgesefait,danscecas,demanièrenaturelle
etnonforcée.Laflexibilitédelaméthodeestdueaugrandchoixdephasesadsorbantesqui
permettentdessélectivitésd’extraction. Ilpeuts’avérernécessairedestabilisercertaines
moléculesquipourraientsedécomposerauniveaudel’adsorbant,enlestransformantsous
formed’undérivéspécifiqueparunréactifmélangéàl’adsorbant.

21.6ESPACEDETÊTE(HEADSPACE)

L’espacedetêteestundispositifd’extraction,fonctionnantentandemavecuneinstallation
deCPG(fig.21.6),etréservéàl’analysedescomposésvolatilsprésentsdansunematrice
nonchromatographiable.Leprincipeestillustréparlesdeuxvariantes:
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 lemodestatique:l’échantillon(matriceliquideousolide)remplitincomplètementun
petitrécipientdeverreferméparunbouchontransperçable.Aprèsunepérioded’équi
libragethermodynamiqueentrelesphasesenprésence(1/2à1h), onprélèveunpeu
delavapeurenéquilibre. Danscesconditions, laquantitédechaquecomposévolatil
danslevolumed’espacedetêteest proportionnel àsaconcentrationdanslamatrice.
Aprèsétalonnage(méthodedustandardinterneouexterne),ilestpossibledefairecor
respondrelesconcentrationsréellesdansl’échantillonaveccellesdesvapeursinjectées
danslechromatographe.

 modedynamique:onopèredansunrécipient spécial ouvert, appelééchantillonneur,
contenantlaphaseaqueuseàextraire.Onfaitbarboterungazvecteur,tell’hélium,dans
cettesolutionpourentraînerlespartiesvolatilesversunpiège«purgeandtrap»décrit
précédemmentoùellessontadsorbéesetconcentrées(fig.21.7).Puisonprocèdeàune
désorptionthermiquedupiègeàcontrecourantenvuedel’injectiondanslechromato
graphe.Cettetechniqueestsemiquantitative.

Figure21.6Espacedetête,modèledynamiqueassociéavecunchromatographeenphasegazeuse.
Lesflaconséchantillonssontpressuriséaveclegazvecteurduchromatographe.Lesys-
tème«purgeandtrap»combinelapréparation(simple)del’échantillon,sadésorption
etsonintroductiondanslacolonneduchromatographe(modèleEA600reproduitavec
l’autorisationdelasociétéCDSAnalytical).

Lorsquel’analyseestrépétitivesurdesmatricestrèsfigées,cetteméthodeesttoutàfait
fiable. Maissi lamatriceest fluctuante, elleperturbelesfacteursd’équilibreet lapréci
siondevientmauvaiseparsuited’unétalonnagenonconforme. Danscecasonpréférera
l’extractionsurcartouche.
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échantillon

conditionnementdupiège

extractiondel'échantillon

désorptiondupiège

a

a

b

b

c
c

CPG CPG

CPG

absorbeur

Figure21.7Espacedetête,modèledynamique.
L’échantillonestrécupérépar désorptionthermique(«stripper »)d ’unecartouche
«purgeandtrap»choisieenfonctionducomposéàextraire.

21.7EXTRACTIONPARSOLVANTÀL’ÉTATSUPERCRITIQUE

L’extractionparunfluideàl’étatsupercritique(CO 2,N2OouCHClF 2− Fréon22),estun
procédéefficaceconnudepuislongtempsdansl’industriealimentaire(cf.§6.1).Lesextrac
teurspouranalysefonctionnentsurlemêmeprincipe.Ilscomportentunrécipienttubulaire
trèsrésistant,danslequelonplaceéchantillon(solideousemisolide)etfluideàl’étatsu
percritique.Ondistinguedeuxmodesd’utilisation:
− lemodeofflinepourlequelondépressuriselefluidesupercritiqueaprèsextraction.En

retournantàl’étatgazeux, ilabandonnelesanalytessousformeconcentrée, ainsique
d’éventuellesimpuretésindésirablessurlaparoidurécipientd’extraction.Onpoursuit
letraitementparextractionsélectiveavecdessolvantsclassiquesousurcartoucheen
phasesolidepourconjuguerextractionetsélectivité.

− lemodeonlinequiconsisteàfaireuneanalysedirectedel’extrait,toujoursmaintenu
souspression, enlefaisant passerdansuneinstallationdechromatographie(SFCou
CLHP).Ceprocédénes’appliquequ’auxcomposéspourlesquelsonnecraintpasdes
interférencesduesàl’entraînementd’unepartiedelamatrice.
Laméthodepermetdemodulerquatreparamètresquiagissentsurlasélectivité:lapres

sion,latempérature,laduréed’extractionetlechoixdesmodifiants.Ilestpossibled’agir
surlecaractèredesolvatationdufluideenintroduisantdesmodificateursorganiques(mé
thanol,acétone),lapolaritédugazcarboniqueseul,àl’étatsupercritique,étantcomparable
àcelledel’hexane(pour100atm. et35

◦
C). Cependant, séparerl’analytedelamatrice

exigedesconnaissancessurlasolubilitéetlavitessedetransfertdusolutédanslesolvant
etsurlesinteractionsphysiquesetchimiquesentrematriceetsolvant(fig.21.8).

L’emploidesmicroondesenassociationavecuneextractionparunsolvantclassique,
enrécipientclossouspression,estunautreprocédétrèsefficacequipermetuntraitement
rapidedeséchantillons,etquipeutsesubstituerauxfluidessupercritiques.
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Figure21.8Extractionparfluidesupercritique.
Comparaisondesforcesd’élutionduCO 2 parrapportauxsolvantsusuels(échellede
Hildebrand)enfonctiondelatempératureetdelapression.L’extractionenphasesu-
percritiqueestuneméthodeautomatisablequidevientuninvestissementrentabledès
lorsquelenombred’échantillonsestimportant. Extracteurd’échantillonsparfluides
supercritiques(modèleSFE-703reproduitavecl’autorisationdelasociétéDionex).

21.8RÉACTEURSÀDIGESTIONPARMICRO-ONDES

Ladécompositiondeséchantillonsinorganiquesoucomportantdesmatièresorganiquesa
donnélieuàbeaucoupd’approches:traitementparlesacidesminéraux,combustion,usage
defondants. Laminéralisationsefait pardesprocédésparvoiesèche(four)et d’autres
parvoiehumide(traitement avecdesacides). Enl’absencedeméthodeuniverselleap
plicableàtouslesélémentsminéraux, il faut adapter laminéralisationàl’échantillon.
Cetteétapeindispensabledepréparationdetrèsnombreuxéchantillons,enparticulierpour
l’absorptionetl’émissionatomiques, estfacilitéeparl’emploid’un«digesteuràmicro
ondes».

Lamanipulationclassiqueenrécipientsouverts, sousunehotte, dansuneatmosphère
devapeursacides, avecunrisquedecontaminationcroiséeomniprésent, est uneopéra
tionlongueetfastidieusequin’apasfondamentalementchangédepuisunsiècle.Audelà
desproblèmespratiques,certainesmatricesd’échantillonss’avèrentrigoureusementimpos
siblesàtraitersouscesconditions(matériauxréfractairesouvolatils,certainsminerais,char
bons,huileslourdes).
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LesdigesteursàmicroondescomportentunautoclavedequelquesmLentéflondans
lequelonplacel’échantillonbrutetlasolutiond’attaque(nécessaireàlacarbonisationou
àl’oxydation).Lechauffage, provoquéparmicroondes,sefaitparlebiaisdel’agitation
moléculairedueauxdipôlesdesmoléculesd’eau.Lerécipientclos,detypecalorimétrique,
évitelespertesparprojectionsouévaporationdescombinaisonsvolatiles. Lestempéra
turesatteintesparlessolutionsacidessouspressiondépassentrapidementlestempératures
d’ébullitionenconditionsnormales(effetd’unemarmitesouspression),sibienqu’onen
registredesgainsdetempspouvantdépasser,danscertainscas,plusde90%.Onpeutainsi
procéderàdesdigestionssulfuriquesouperchloriques, fairedeshydrolysesoudesmi
néralisationsdeKjeldahlenmilieuoxydant.Cesystèmepermetl’automatisationentoute
sécurité.

21.9ANALYSEURSENLIGNE

Pratiquementtouteslesméthodesinstrumentalesdelaboratoireontétéadaptéesenanalyse
deprocédéssursite, desmesuresdepHauxanalysesparRMN(fig.21.9).Lesappareils
sontgénéralementmoinsversatilesqueleurshomologuesdelaboratoire.Dédiésàdesme
suresparticulièresetprévuspourtravaillerdansunenvironnementplushostile,ilsdoivent
êtrerobustes. L’emploid’uncapteursélectifimmergéauseinduproduitàanalysern’est
pastoujourspossible. Ondoitalorsendévierunepetitefractionafindeluifairesubirle
traitementadéquat.

Figure21.9AnalyseurdeprocédéparRMN.
L’appareilmesure,entempsréel, lespropriétésspectralesdescomposésliquidescir-
culantdansuneinstallationderaffinerie(reproduitavecl’autorisationdelasociété
Foxboro).

Unecatégorieparticulièred’analyseestcelleoul’extraction/préparationdel’échantillon
estintégrée«enligne»danslachaîneanalytique.Onluifaitsubirunesuccessionderé
actionschimiquesouphysicochimiquesavantlamesuresansquecelaconstitueuneétape
distincte.Lerésultatdoitêtreobtenurapidementafinqu’ilsoitreprisparlesystèmed’as
servissementpouroptimiserouassurerlastabilitédel’opérationainsirégulée.L’analyseur
enlignepermetdecontrôlerleprocédésoitenavalsoitenamont(fig.21.10).
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ordinateur ordinateur

analyseur

analyseur

réacteur

produit

réactants

a b

Figure21.10Lesdeuxprocédésdecontrôleparanalyseur«online».
Surl’exempled’unréactionchimique,leprocédéa correspondàuncontrôleaval,après
synthèse(contrôleenboucleferméeparcomparaisonavecunevaleurdeconsigne).En
revanche,leprocédéb correspondàunasservissementamont(enboucleouverte,par
ajustementcontinueldelacompositiondesréactants).

QUELQUESSITESSURINTERNET

www.sigmaaldrich.com www.dionex.com www.gilson.com
www.midac.com www.modconsystems.com www.thermoquest.com
www.abb.com.



Chapitre22

Paramètresstatistiquesdebase

Enanalysechimiquecommedansbeaucoupd’autressciences, lesméthodesstatistiques
sontincontournables.Letracédechaquedroited’étalonnageenconstitueuneapplication
detouslesjours,demêmequ’unrésultatd’analysen’adevaleurques’ilestassortid’une
estimationdel’erreurpossible.Dèsqu’unemesureestrépétée,uneexploitationstatistique
s’impose, maislesloisd’échantillonnagesetlestestsd’hypothèsesdoiventêtremaîtrisés
pourévitertouteconclusionsansvaleur,oubienpermettrelamiseenplacedel’assurance
qualité.Leserreurssystématiques(personnelles,instrumentales...)ouleserreursgrossières
quiconduisentheureusementàdesrésultatshorslimitenerentrentpasdanscedomaine.
Seulesleserreursindéterminéessontprisesenconsidérationaveclestestslespluscourants
rencontrésenchimie.

22.1VALEURCENTRALE,JUSTESSEETFIDÉLITÉD’UNENSEMBLE
DEMESURES

Quandonrépèteunemesurefaitesurunmêmeéchantillon(ausenschimiqueduterme),
onobtient, d’autant plusfréquemment quecesmesuresseveulent précises, desvaleurs
individuelleslégèrement différentes. Danscecasonestimequepourcalculerlerésultat
finalilestpréférabledesebasersurlamoyennearithmétiquedecesnmesures,désignée
parlavaleurcentrale x,oumoyenne,plutôtquesurunedesmesuresindividuellespriseau
hasard:

x =
x1 +x 2 + ....+x n

n
=

xi

n
(22.1)

Unealternativeàlamoyenneouvaleurcentrale, plusrarementutiliséeenanalysechi
mique,consisteàprendrelamédiane:aprèsavoirclassélesvaleursexpérimentalesparordre
croissant,onextraitcellequiestsituéeaumilieudelasérie,saufsilenombredevaleursest
pairauquelcasonprendlamoyennedesdeuxvaleurssituéesaucentre.Lamédianeal’avan
tagedenedonneraucunpoidsparticulieràunevaleuraberrante.Parexemplesilesvaleurs
sont12,01;12,03;12,05;12,68, lamoyennearithmétiqueest12,19etlamédiane12,04,
unevaleurcertainementmeilleurequelamoyennearithmétique,carellenetientpascompte
deladernièrevaleurquiapparaîtanormaledansl’exemplechoisi(dispersionde0,67).La
médianefaitpartied’unautretypedestatistiques(méthodesnonparamétriques,§22.8).
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Lavaleurcentrale,demêmequelesmesuressontdesvariablesaléatoires,puisqueim
possiblesàconnaîtreparavance.

Cependantcen’estpasparcequ’enrépétantunemesureungrandnombredefois, on
trouvedesvaleurspeudifférentesentreelles,quelavaleurcentraleestprochedelavaleur
exacte, désignéeparlavaleurvraiex 0, (quel’onneconnaîtpas)parsuitedel’existence
possibled’erreurssystématiques.

Onconsidèrequechaquemesurexreprésentelasommedelavaleurvraiex 0 etd’une
erreurexpérimentaleabsolue ´.L’erreurabsolue ´i surlamesureiestdoncexpriméepar:

´i = xi − x0 (22.2)

Sindevienttrèsgrand(casd’unepopulationstatistique), lavaleurcentrale xdevientla
moyennevraie,m,quiseconfondraaveclavaleurvraiex 0 enl’absenced’erreurssystéma
tiquesetàconditionquelesmesuressuiventlaloiditeNormale,encoreappeléedistribution
deGauss(fig.22.2).

Silavaleurvraiex 0 estconnue(analyseeffectuée,parexemple,surunétalondecom
positionparfaitementdéfinie),oncaractériselajustesse(ouexactitude)durésultatoudela
méthodeutiliséeparl’erreurtotale ´ calculéecommesuit àpartirdelamoyennevraie(cf.
tableau22.1).

´ = m − x0 (22.3)

L’erreurrelativeE R surunemesure(ousurlavaleurcentrale)correspondauquotientdela
valeurabsoluedel’écartcorrespondant |́ i | (ou |́ |),parlavaleurvraie.E R peuts’exprimer
en%ouenppm.

ER =
|x − x0|

x0
(xpourx i oux)(22 .4)

Sionneconnaîtpasx 0,cequiestengénérallecasenanalysechimique,oncalculel’erreur
expérimentaledelamesurei,soite i , enremplaçantdans22 .2, x0 parlamoyennex:

ei = xi − x (22.5)

ei représentel’écartalgébriqueentrelamoyenneetlai e mesure. L’erreurexpérimentale
moyenne d,oumoyennedesécarts,calculéesurlesnmesures,permetd’apprécierlafidé
lité:

d =
|xi − x|

n
(22.6)

Danscettedernièrerelationonfaitintervenirlesvaleursabsoluesdeserreursexpérimen
tales,sinon dtendraitrapidementvers0avecn.

22.2VARIANCEETÉCART-TYPE

Lamoyennedesécartsacependantpourinconvénientqu’ellen’estpasinterprétablesta
tistiquement,carlesgrandesetpetitesdéviationsindividuelles,quinesontpaségalement
probables,ontlemêmepoids.Aussichoisitonplutôtdesommerlescarrésdesdifférences.
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Onaboutitainsiàladéfinitionlaplusemployéedelaprécision@précision(reproductibilité)
enstatistique,repéréeparlavariances 2,dontl’estimationvaut,pournmesures:

s2 =
(xi − x)2

n − 1
(22.7)

Laracinecarréedelavarianceestl’écarttype(aussiappeléécartquadratiqueoudévia
tionstandardpartranscriptionlittéraledutermeanglosaxonquiluicorrespond,maisqu’il
fautéviter).Ilestdésignéparslorsqu’onestenprésenced’unpetitnombrendemesures
etpar s lorsqu’ils’agitd’unepopulationstatistiquedevaleurs.L’écarttypes,«indicateur
dedispersion»,estdoncexpriméaveclesunitésdex.

Lescalculettesetlestableursdisposentdesfonctionscorrespondantes(pourunnombre
«infini»demesures,sestnoté s ,etnremplacen − 1).

s =
√

s2 =
(x i − x)2

n − 1
(22.8)

Tableau22.1Exemplederésultatsd’uneanalyseregroupantlesdifférentsparamètres
des§22.1et22.2(lavaleurvraieest x0 = 20)

chimiste 1 2 3 4

mesure1 20,16 19,76 20,38 20,08

mesure2 20,22 20,28 19,58 19,96

mesure3 20,18 20,04 19,38 20,04

mesure4 20,2 19,6 20,1 19,94

mesure5 20,24 20,42 19,56 20,08

moyennearithm. 20,2 20,02 19,8 20,02

médiane 20,20 20,04 19,58 20,04

justessé
0,2 0,02 0,2 0,02

erreurrelativeER
(expression22.4)

0,01ou1%
ou104 ppm

1××× 10-3 ou0,1%
ou1000ppm

0,01ou1%
ou104 ppm

*1 ××× 10-3 ou
0,1%ou1000

ppm

variance(s2) 7,84××× 10-4 0,1183 0,1772* 3,6××× 10-5

écart-type(s) 0,028 0,344 0,421 0,006

commentairessur précis imprécis imprécis précis

lerésultat nonjuste juste nonjuste juste

Pourcomparerdesrésultatsouexprimerl’incertituded’uneméthodeonprésenteassez
souventsdemanièrerelative. Ainsioncalculel’écarttyperelatif (ouRSDpourrelative
standarddéviation), encoreappelécoefficientdevariation(CV)expriméleplussouvent
en%:

CV = 100 × s
x

(22.9)

Quandunrésultatd’analysedécouled’uncalculdanslequelinterviennentplusieursva
leursexpérimentales,chacuneayantsonpropreécarttype,ilyapropagationdeserreurs.La
précisiondurésultatestcalculéeàl’aided’équationssimplesquel’ontrouveradanstousles
ouvragesgénérauxsurlesstatistiques.
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Figure22.1 IllustrationgraphiquedesrésultatsduTableau22.1.
Pourillustrerjustesseetprécisionontétéreportéssurlegraphelesécarts-typescalculés
d’aprèslaformule22.8. Onremarqueralesdifférencesentrelesmoyennesarithmé-
tiquespointéessurlegrapheparunpetittraitvertical etlesvaleursmédianescorres-
pondantesqui sontfléchées.Pourlesrésultatsdeschimistes3et4, ladifférenceest
assezimportante.Lechimiste1acommistrèsprobablementuneerreursystématique.
Àdroite,illustrationclassiquedelaprécisionetdelajustesseàl’aided’unecible.Cette
imageestmoinssimplequ’iln’yparaîtcarilrègneuneincertitudeen x eteny.

22.3ERREURSALÉATOIRESOU«INDÉTERMINÉES»

Enl’absenced’erreurssystématiques,onaaffaireauxerreursaccidentelles«duesauha
sard»quinepeuventêtrecontrôléescarindéterminées.Lesensetl’amplitudedecetype
d’erreursvarientdemanièrenonreproductibled’unemesureàl’autre. L’analysemathé
matiquedelacourbed’erreurconduitàlaconclusionquelamoyennearithmétique xdes
valeursindividuellesestlameilleureestimationdelamoyennevraiem(fig.22.2).Lasy
métriedecettecourbeetsonaspectmontrentque:
− ilyaunnombreégald’erreurspositivesetnégativesparrapportàlavaleurcentrale;
− lespetiteserreurssontplusnombreusesquelesgrandeserreurs;
− lavaleurlaplussouventrencontréeestlavaleurcentralem(sanserreur).

LaloidedistributionNormale(courbededistributiondeGauss)estlemodèlemathématique
quireprésentelemieuxlarépartitiondeserreursduesauhasard(équation22.10):

f(x) =
1

s
√

2p
exp −(x − m)2

2 s2 (22.10)

Afinderendrecetteexpressionuniverselle,onprendpouroriginedesxlamoyennevraie
mdelapopulationetpourunitédemesuresonécarttype s (fig.22.2).

AvecX =
x − m

s
larelation22.10devient

f(X) =
1√
2p

exp −x2

2
(22.11)©
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Silenombredemesuresn’estpastrèsgrand,ilestimportantdeconnaîtreleurdistribu
tion. LacourbeobtenueinformesurlafiabilitéRe desrésultats(dutermeanglaisrelia
bility).Lafiabilitéd’unemoyenneentantquemoyend’estimationdelavaleurvraiecroît
commelaracinecarréedunombrendemesures.

Re = K
√

n (22.12)

C’estpourquoi,sionpasseden 1 mesuresàunnombresupérieurn 2,onaméliorelafiabilité
Red’unfacteurktelque:

k =
n2

n1
(22.13)

fr
é
qu
en
ce

2 31

valeursexpérimentales

21 0 1valeursmesurées

f(x)
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y
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Figure22.2CourbesdeGauss.
Quandlenombredemesuresdevientgrand, etsi l’intervalledeclasseestétroit, le
contourdecetempilement(mesure/fréquence)épouselaformed’unecourbedeGauss
(loidedistributionNormale).Enbas,deuxsériesderésultatscentréssurdeuxmoyennes
différentes.Silenombredemesuresestpetitonnepeutpasdevinerlamoyenne(oula
valeur)vraie.Àdroite,formeréduitedelacourbedeGauss.

Lafonctionderépartitionestl’intégraledelafonctionf(X).Cettecourbeesttelleque
95,4%del’aireestcomprisedansunintervallede ±2s autourdelavaleurcentrale.Ondit
encorequeleschancessontde95 ,4%pourquel’erreurd’unemesuredonnéesoitcomprise
dansunintervallede ±2s .Unevaleurélevéedel’écarttype s signifieunecourbed’erreur
évasée.Silenombredevaleursestmodeste(quelquesunités),ondoitprendres(fig.22.2).
Plusnestgrand,meilleureestlacorrespondance.

Ainsiset xsontdesestimationsde s etdelamoyennevraiemquiserapportentàla
populationtotale.

Enpratique, onneconnaît ni lamoyennevraiemni l’écarttype s puisqu’onnedis
posequed’unnombrelimiténdevaleurs.Ondoitsecontenterdecalculers.D’autrepart
quandondisposedebeaucoupdemesuresrépétitivesconcernantunéchantillon,onutilise
letest x2poursavoirsiladistributiondesfréquences(c’estàdiredunombredefoisoùona
unevaleurdonnée)diffèredemanièresignificativedecelled’unepopulationquisuitlaloi
Normale.Cetestdenormalitéestlongàcalculersanslogiciel.
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22.4INTERVALLEDECONFIANCEDELAMOYENNE

Quandlenombrendemesuresestpetit, (ncomprisentre4et15parexemple), etqu’il
n’yapasd’erreursystématique,lamoyennevraiempeutêtreassezdifférentedelavaleur
centrale x.Onestdoncréduitàfairesonestimationencalculantunintervalledeconfiance
àl’intérieurduquelonsedonneuneprobabilitéquel’ons’impose(parexemple95%),que
lavaleurvraies’ytrouve.Cetteopérationentraîneunrisqued’erreur.

L’intervalledeconfianceàprendreautourde x,afinqu’ilenglobelamoyennevraiem
(oux 0 enl’absencedetouteerreursystématique)estdonnéparlaformulesuivante:

x − t ·s√
n

m x+
t ·s√

n
(22.14)

t,paramètredeStudentestunfacteurstatistiquequidépenddenetduniveaudeconfiance
choisi. Sesvaleurssont dansunetable(table22.2). Plusnest grand, pluscet intervalle
diminue.sestl’écarttypedelasériedemesures.

Cetestdelavariablet deStudentpermetégalementd’ajusterlenombredemesuresà
effectuerpouratteindreunrésultatavecunniveaudeconfiancechoisiparavance.

Tableau22.2Valeursducoefficientdeconfiancebilatéralt (calculdeladistributiondeStudent).

n niveaudeconfiance90% niveaudeconfiance95% niveaudeconfiance99%

2 6,31 12,71 63,66

3 2,92 4,30 9,93

4 2,35 3,18 5,84

5 2,13 2,78 4,60

6 2,02 2,57 4,03

7 1,94 2,45 3,71

8 1,90 2,36 3,50

9 1,86 2,31 3,36

10 1,83 2,26 3,25

11 1,81 2,23 3,17

12 1,80 2,20 3,11

15 1,76 2,14 2,98

20 1,73 2,09 2,86

30 1,70 2,05 2,76

60 1,67 2,00 2,66

120 1,66 1,98 2,62

9999 1,65 1,96 2,58

Sionconnaît,outrelamoyennexlavaleurvraiex 0 (oulamoyennevraiem),l’expression
22.14permettrainversementdecalculerlavaleurdet,selonleniveaudeconfiancechoisi
(expression22.15sin < 20,ou22.16).Unevaleurdetsupérieureàcelledelatable,lueà
lalignecorrespondantàlavaleurden,seradueàuneerreursystématique.

|t| =
|x − m|

s

√
n (22.15) ou |t| =

|x − x0|

s

√
N (22.16)©
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Oncalculeégalementcetintervalledeconfiancequandontesteuneméthodededosage
avecunéchantillondontonconnaîtlavaleurvraiex 0 correspondante.Ilresteàvoirsicette
dernièreestsituéedansl’intervalledeconfiancecalculé.

Danslaformulequipermetdecalculerl’intervalledeconfianceonpeutfaireapparaître
l’écarttypedelamoyenne,ouincertitudedel’écarttype,sachantqu’ilrépondàlaformule
suivante(22.17):

sx = ± s√
n

(22.17)

22.5COMPARAISONDERÉSULTATS—TESTSPARAMÉTRIQUES

Quandils’agitdecomparerlesrésultatsdedeuxméthodesdedosagesurunmêmeéchan
tillonoulesrésultatsdedeuxappareilsappliquantlamêmeméthodeoubienencoreles
résultatsdedeuxlaboratoirespourunmêmeéchantillonilestd’usagedefaireappelàdes
testsstatistiques.Lesunssontappeléstestsparamétriquesquisupposentquelesdonnéesse
distribuentselonuneloiNormale(telleslesvaleursdelatabledeStudent),etlesautresdits
testsnonparamétriquesbaséssurlesstatistiquesditesrobustes,c’estàdirepeusensiblesà
unevaleuraberrante.Enchimieanalytique,onnerecueillepassouventdegrandesquantités
dedonnées,sibienquelestestsprésententuncertainrisque,choisitraditionnellementsous
formedepourcentagede10ou5ou1%.

22.5.1Comparaisondedeuxvariances,loideFisher-Snedecor

Onrecherchesil’écarttypes 1 dupremierensemblederésultatsestsignificativementdiffé
rentdeceluidusecondensemble,s 2.C’estcequ’onappelleletestd’égalitédevariances.
OncalculelerapportFenplaçantlaplusgrandevarianceaunumérateurafinqueF > 1:

F =
s2

1

s2
2

(22.18)

L’hypothèsenulle(terminologiedesstatisticiens)consisteàdireques’iln’yapasdedif
férencesignificative,lerapportdoitêtreprochede1.Onvadoncsereporteràlatabledes
valeurscritiquesdeF,deFisherSnedecor,établiepourdesnombresd’observationsvariées
(tab. 22.3). Silavaleurcalculéeexcèdelavaleurtabulée, lesmoyennessontconsidérées
commesignificativementdifférentes.Lavariances 2

1 étantsupérieureàs 2
2 ,lasecondesérie

demesuresestdoncplusprécise.

Latranspositiondecetestenstatistiquesrobustes(testnonparamétrique)consistetout
simplementàfairelerapportF = R1/ R2 desdispersions(écartentrelesmesuresextrêmes)
desdeuxsériesàcomparer.

Parmilesexemplesdutableau22.1,ontrouveraqu’iln’yapasdedifférencesignificative
entrelesrésultatsdeschimistes2et3pourundegrédeconfiancede95%.Ontrouveen
effetF = 1,5alorsquedanslatable,F = 6,39.
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Tableau22.3AbrégédesvaleursseuildeFétablipourunniveaudeconfiancede 95% .

Nombredemesures
(dénominateur)

Nombredemesures(numérateurdelafractionF)

3456710100

3 19,00 19,16 19,25 19,30 19,33 19,38 19,50

4 9,55 9,28 9,12 9,01 8,94 8,81 8,53

5 6,94 6,59 6,39 6,26 6,16 6,00 5,63

6 5,79 5,41 5,19 5,05 4,95 4,78 4,36

7 5,14 4,76 4,53 4,39 4,28 4,10 3,67

10 4,26 3,86 3,63 3,48 3,37 3,18 2,71

100 2,99 2,60 2,37 2,21 2,09 1,88 1,00

22.5.2Comparaisondedeuxmoyennesexpérimentalesx1 etx2

Onchercheàsavoirsilesmoyennesobtenuesàpartirdedeuxsériesderésultatsdoiventêtre
considéréescommesignificativement différentessachant quel’onignorelavaleurvraie.
Ondoitcommencerparvérifierqu’iln’yapasdedifférencesignificativeconcernantles
précisionssurcesdeuxmoyennes(cf.22.5.1).Ensuiteoncalculeselonl’expression22.19
l’écarttypes p groupé(del’ensemble,pooled))puislavaleurdet correspondante(22.20)
qu’ilfautcompareràlavaleurdutableaupourn = n1 +n 2 −2mesuresetpourleniveaude
confiancechoisi.Silavaleurdet danslatableestsupérieureàlavaleurcalculée,onpeut
conclurequecesdeuxmoyennesnesontpassignificativementdifférentes.

sp =
(n1 − 1)s 2

1 +(n 2 − 1)s 2
2

n1 +n 2 − 2
(22.19)

t =
|x1 − x2|

sp

n1 n2

n1 +n 2
(22.20)

22.5.3Estimationd’unelimitededétectiond’unanalyte

Lesdeuxexpressions22.19et22.20sontutilespourestimerlapluspetiteconcentration
d’unanalytepouvantêtredétectéemaisnonquantifiéeavecunniveaudeconfiancechoisi.
Onconsidèrequel’unedesdeuxmoyennes( x2 parexemple)résulted’unesériedemesures
surleblancanalytique.Elleseranotée xb avecunécarttypes b.Enremarquant,sin 1 = 1,
quel’expression22.19sesimplifieens p = sb, onécrira(lavaleurdet étantextraitedu
tableau22.2,àlalignen 1 +n b − 2):

Dx = x1 − xb = ±t ·sb
n1 +n b

n1 ·nb
(22.22)

Si 6mesureseffectuéessurunblancanalytiqueconduisent àunécarttypede0 ,3 mg
pourledosageconsidéré, ontrouvera—avec22.22et pourundegrédeconfiancede
99% − 1,31 mgpourlimitededétectionsionfaituneseulemesureet0 ,59 mgsionen
fait5 , (x b = 0).Empiriquementonadmetquelalimitededétectioninstrumentalecorres
pondàlaconcentrationquiconduitàunsignaldontl’intensité(valeurcentrale x)relative©
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estdoubledel’écarttypecalculésur10valeursobtenuesavecleblancanalytique(niveau
deconfiancede95%).Lalimitedequantificationesttoujoursnettementplusélevée.

22.6TESTDEREJET–QUOTIENTQOUTESTDEDIXON

Ilpeutarriverqu’unevaleurdansunensemblesembleaberrante.Onpeutêtretentédela
rejeter,bienqu’unemesurenesoitaberrantequ’enréférenceàuneloideprobabilitédonnée.
Ilexisteuncritèrestatistiquesimplepourconserverourejetercettevaleur«horslaloi».
OnfaitletestdeDixonquiconsisteàcalculerlerapportsuivant(àconditionqu’ilyaitau
moins7mesures):

Q =
|valeurenquestionvaleurlaplus proche|

(valeur laplus grandevaleur laplus petite)
(22.22)

OncompareQainsicalculéàunetabledesvaleurscritiquesdeQenfonctiondunombre
dedonnées(tableau22.4).SiQ calculé estsupérieuràQ critique ,ladonnéepeutêtrerejetée.

Note:lanormeASTM(AmericanSocietyforTestingMaterial)utiliseuntestdifférent,
ditdelavaleurcentréeréduitee i = (xi − x)assortid’unetabledevaleurscritiquesquilui
estpropre.

LetracédeladroitedeHenry, dont ontrouveraleprincipedansleslivrespluscom
pletstraitantdesstatistiques,constitueégalementunebonneméthodepourdétecter,parune
approchevisuelle,unpointaberrant.

Tableau22.4Abrégédelatabledesvaleurscritiquesde Q (testdeDixon).
Source:M.Neuilly,Techniquesdel’ingénieur,AnalysesetCaractérisation,1996

nombredemesures niveaudeconfiancebilatéral

n 95% 99%

3 0,94 0,99

4 0,77 0,89

5 0,64 0,78

6 0,56 0,70

7 0,51 0,64

8 0,47 0,59

9 0,44 0,59

10 0,41 0,53

22.7COURBESD’ÉTALONNAGE

L’analysequantitativeinstrumentaleestbaséesurdesméthodescomparatives.Onadmettra
parexemplequel’échantillonquicontientl’analyte, etunstandardquicontientlamême
quantitédecetanalytedonnentavecuninstrumentdontlesréglagesn’ontpasétémodifiés,
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dessignauxdesortieidentiques.Danslamajoritédescasonprépareranonpasuneseule
maisplusieurssolutions(ouspécimenssolides)contenantdesconcentrationsconnuesen
analyte. Poursemettreàl’abrid’effetsdematrice, onpourrautiliserlaméthodedesad
ditionsstandard.Lesquelquesvaleursderéférenceainsiobtenuesvontêtrereportéessous
formedepointsfiguratifssurungraphedontlesabscissescorrespondentauxconcentra
tionsetlesordonnéesauxvaleursdesignaux. Suivantl’hypothèsechoisieetsachantque
lapositiondechaquepointestentachéed’uneerreuronvadéfinirlacourbed’étalonnage.
Autrementditonmodéliselesignaldesortiedel’appareil(placéenY)enfonctiondela
concentration(portéeenX).OnadopteunefonctionmodèleY = F(X)quipermetensuite
d’évaluerYconnaissant Xetcettefonction.L’incertitudesurlerésultatcumulel’incerti
tudeliéeàlamesureetsurlaformechoisiepourlafonction(quipeutêtretropsimpleou
tropcomplexe).

L’interprétationdesrésultatsdel’étalonnagefaitappelàdesméthodesstatistiques.Les
logicielsd’analysequantitativeutilisentdenombreuxmodèlesdecalculs.Onseborneraici
dedonnerlesprincipauxrésultatsconcernantlarégressionlinéaireapprochestatistiquela
plussouventrencontréeenanalysequantitative(fig.22.3).

22.7.1Régressionlinéairesimple

Ensupposantquelaréponsedudétecteurestrectilignepourlavariableàmesurer,compte
tenudesécartsdusauxconditionsexpérimentalesainsiqu’àl’appareil,lebutestdedéter
minerlesparamètresdeladroitequicorrespondentlemieuxauxobservations.Quelleerreur
faiton?Touslespointsexpérimentauxdoiventilsinterveniraveclemêmepoids?L’ajus
tementparlaméthodedesmoindrescarrésconsidèreaprioriqu’unedesdeuxvariables
estsanserreuretl’autresoumiseàdesfluctuationsaléatoires.C’estlaméthodelaplussou
ventappliquée. Lescoefficientsaet bdeladroitederégressiony = ax+b, ainsique
l’écarttypesuraetl’estimationsury , sontreprésentésparuncertainnombredeformules
présentesdansleslogicielsdequantitative.

Laliaisonentrelesdeuxvariablesestcaractériséeparl’estimationducoefficientdecor
rélationdePearson,R,sansdimension.Unevaleurde+1oude −1traduituneforteliaison
entrelesdeuxvariables.Cetteméthodesupposeaudépartqueleserreurssurysuiventla
loidedistributionNormale. R2 estlecoefficientdedétermination.Ilpermetdesavoirquel
pourcentagedesvariationsdexrecouvrelesvariationsdey.

a =
n xi yi − xi yi

n x2
i

− ( xi )2 (22.23)

et

b = y − ax (22.24)

R =
n xi yi − xi yi

n x2
i

− ( xi )2 · n y2
i

− ( yi )2
(22.25)
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Danscescalculsclassiquesonconsidèrequel’erreurexpérimentaleserépercuteunique
mentenyetqu’elleestindépendantedelaconcentrationplacéeenx. Sicen’estpasle
cas, lespointsn’ontdoncpaslamêmequalitépourestimerladroitederégression. D’où
l’idéed’affectermoinsdevaleurauxpointséloignésdeladroite.Onaboutitpardescalculs
itératifsàl’équationd’unedroitequitientcompted’unepondérationdechaquepoint.

Pourrecherchersi deuxméthodesdedosagedonnent desrésultatsfortement corrélés,
onanalyseunesériedenstandardsdeconcentrationsdifférentesparlesdeuxvoies. On
représenteensuitechaqueéchantillonparunpointsurungrapheenportantenxlerésultat
delaméthode1eteny , celuidel’autreméthode.Ondéterminelecoefficientdecorrélation
Retonappliquelaformule22.26. Silavaleurdet estsupérieureàlavaleurluedansla
tablepourn − 2degrésdeliberté,ilyafortecorrélation.

t = R
n − 2

1 − R2 (22.26)

50 10 15 20 25 30

X

Y

A
bs
or
ba
nc
e

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

R=0,9712
2

droitederégression:
Y=0,0264X+0,0161
droitedeThiel

Concentration(mg/L)

Figure22.3DroitederégressionetdroitedeThielcorrespondantauxdonnéesdutableau22.5.
Bienquevoisineslesdeuxdroitesconduisent àdesrésultatsdifférents. Ainsi pour
y = 0,5,ontrouverax = 18,85(Thiel)etx = 18,33(régression),soitunedifférencede
prèsde3%.

22.7.2Régressionlinéairemultiple

L’analyseparrégressionlinéairemultiplepermetdeprévoirunrésultat(lavariabledépen
dante)lorsqu’ildépendd’uncertainnombredefacteurs(lesvariablesindépendantes).Les
tableurspermettentdefairecetypedecalculdanslequellacontributiondechaquefacteur
estétablieàpartird’étalons.Laprévisiondurésultatestcalculéeparuneformulegénérale,
telle22.27dansl’hypothèsedetroisfacteurs:

y = a+bx 1 +cx 2 +dx 3 (22.27)

Àtitred’exemple, letauxdeprotéined’unfromageetparsuitele%d’azote(résultat)
peuventêtreétablisàpartirdel’absorbanceIRmesuréeàplusieurslongueursd’onde.Cette
méthodeestégalementutilisablepourcalculerlesparamètresA , BetCdel’équationde
VanDeemter(§1.10),correspondantauxdonnéesexpérimentales.
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22.8MÉTHODESROBUSTESOUTESTSNON-PARAMÉTRIQUES

Lestestsstatistiquesdéveloppéscidessussupposentquelesrésultatssuiventlaloidedis
tributionNormale.Orilexistedesméthodesd’analysedontlesrésultatsmontrentdesdis
tributionsdifférentes.Oubienellesnesontpassymétriques,oubienellessontsymétriques
maisnonnormales.Onlesconsidère,danscertainscalculs,commerésultantdelasuperpo
sitiond’unedistributionnormaleetdepointsaberrants.L’usagedelamédiane(cf.22.1),à
laplacedelamoyennearithmétique,faitpartiedecetautretyped’approche.L’écarttype
estremplacéparladéviationmoyenneDM.

DM =
p
2

·
|xi − x|

n
(22.28)

Demême, letracéd’unedroited’étalonnagepeut êtrereconsidéré, commelemontre
l’exemplesuivantquiillustrelaméthodedeThiel.

Soitàestimerlameilleuredroitepourlesseptcouplesdepoints(x , y)d’undosagecolo
rimétriqueoùl’onaprissointoutd’aborddeclasserxdansl’ordrecroissant(fig.22.4).La
méthodeexigeantunnombrepairdepoints,onrejettedansnotrecaslavaleurmédiane.

Ladémarcheducalculestlasuivante.Oncalculetoutd’abordlespentesdestroisdroites
quipassent,pourlapremièred’entreelles,parlepremierpointetceluiquisuitimmédiate
mentlavaleurmédianeetainsidesuitepourlesdeuxautres.Onprendlavaleurmédiane
destroisvaleursainsicalculées, quidevientletermeadeladroitecherchée. Oncalcule
maintenantles6b i = yi − ax i . Enfinonclasseces6valeurspourenextrairelamédiane
quidevientletermebdeladroite(fig.22.3et22.4).
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entrée conc. Abs.
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calculdes3 a terme b classement
ij i

0,02 0,01

0,01 0,01

0,01 0,01

0,13

0,01

0,01 0,13

0,02

0,01

Équationdeladroite Y =0,0260 X 0,010

0,032
0,026

0,026

Figure22.4ConduiteducalculdeladroiteparlaméthodedeThiel (y = ax + b).

Enchimiecetteméthodegagneraitàêtreplusutiliséelorsqu’onnedisposepasd’assez
demesurespourfaireuneétudesérieusedelanormalitédeladistribution.

Troispoints,quipeuventêtredesavantages,méritentd’êtresoulignés:
 onnesupposepasquetoutesleserreurssonteny;
 onnesupposepasd’abordqueceserreurssuiventunedistributionnormale;
 onremarquequ’unpointaberrantn’affectepasladroite.©

D
un

od
–

La
ph

ot
oc

op
ie

no
n

au
to

ri
sé

e
es

tu
n

dé
lit



438 Partie3• Autresméthodes

22.9OPTIMISATIONPARLAMÉTHODEUNSEULFACTEUR
ÀLAFOIS

Lorsqu’undosagedépendd’unsignal demesure(absorbance, ouintensitédefluores
cence...)quiestluimêmeinfluencéparplusieursfacteurs,onrecherchegénéralementles
conditionsquiconduisentglobalementausignalleplusélevé.

Silesfacteurssontindépendants,onpeutétudierl’influencedechacund’euxsurlerésul
tatglobalparuneméthoderépétitivesimplecommeilestindiquédansl’exemplesuivant.

Supposonsquelavaleurdonnéeparuncapteurdedétectiondépendededeuxfacteurs
indépendantsxet y. Aprèsavoirfixélefacteurxàlavaleurx 1,onétudiel’influencesur
lesignal(3 e dimension)dusecondfacteury . OnobservequepourlavaleurY , lesignal
passeparunmaximum.OnchoisitcettevaleurYetonfaitmaintenantvarierxensuivant
l’évolutiondusignaldefaçonàoptimisersavaleur, soit X(fig. 22.5). Généralementen
répétantceprocédéontrouveunnouveaucoupleXYdonnantunsignalunpeumeilleur.

Cetteméthoderépétitiveneconstituepastoujourslameilleureapprocheduproblème.Si
lescourbesd’isoréponsesformentdessurfacescomplexesprésentantnotammentunearête,
illustrationmathématiqued’uneinteractionentrelesdeuxfacteurs,laméthodeprécédente
peutconduireàunfauxoptimumsuivant lesparamètreschoisisaudépart. Enfait il est
préférabledefairevariertouslesfacteursàlafois. Cetteapprochedifférenteapourbut
detrouverlesconditionsoptimalesavecleminimumd’essais.Elleestillustréeparlamé
thoded’optimisationsimplexeséquentielleetparlesplansd’expérienceexpliquésdansdes
ouvragesspécialisés.

facteur x

fa
ct
eu
r

y

fa
ct
eu
r

y

Y

x1 x1x2x3

Y1

Y2

Y3

X facteur x

123

a b

Figure22.5Méthode"unseulfacteuràlafois".
Sionaunesurfacecontinuederéponse,etqu’onaitétablilescourbesd’isoréponses,
onpourrasetrouverenprésencedeplusieurssituationstype.
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EXERCICES
Solutionsenfind’ouvrage

Exercice22.1
Aveclamêmecolonnedontlaphasestationnaireestdusqualane, etdansdesconditions
différentesd’utilisation, ondéterminel’indicedeKovatsdubenzène(valeur reconnue
moyenne:653).Ontrouvelesvaleurssuivantes:650,652,648,651,et649.significative
mentdifférentedel’ensembledesvaleurscalculées?

Lavaleurde653estellesignificativementdifférentedel’ensembledesvaleurscalculées?
(Onsefixeraunniveaudeconfiancede95%).

Exercice22.2

a) Lavaleurvraied’undosageestde131 ,9 mg·L
−1. Quatrechimistes(AàD)répètent

chacun6foisledosage. Ilstrouvent lesvaleursindividuellessuivantes. Commentezles
résultatsentermesdejustesseetdeprécision(utiliserl’indicateurdedispersionouécart
types).

ChimisteA 130,7 131,6 133,5 132,3 132,6 129,1

ChimisteB 125,0 132,3 136,9 137,9 125,9 131,6

ChimisteC 136,7 134,5 134,1 135,4 136,0 137,3

ChimisteD 130,7 109,9 131,9 115,6 131,3 132,6

b) OnsupposequelesdeuxchimistesAetBontutilisédeuxappareilsdistincts.Appli
querletestd’égalitédevariances(F)afind’indiquersilesprécisionsdesappareilssont
significativementdifférentes.

Exercice22.3
EnreprenantlesrésultatstrouvésparleschimistesAetC(voirproblème22.2),ainsiquela
valeurvraie(131,9)calculerlesvaleurscorrespondantesduparamètretdeStudent.

Peutonconclures’ilyaprésenced’uneerreursystématiquepourAoupourC?

Exercice22.4
a)Lesrésultatsd’undosagerépété5foissontlessuivants:24,24; 24,36; 24,8; 24,20; 24,10.
Vérifiersilatroisièmevaleur,quisembletropgrande,mérited’êtreconsidéréecommeune
valeuraberrante.

b)Onprocèdeàdeuxmesurescomplémentairesquisontde24,12et24,25.Revoirlaques
tionposéecidessusetconclureens’appuyantsurlecalculdesécartstypes.

Exercice22.5
Pour deuxméthodesdifférentes, lesmesuresrépétées7foischacunepour undosage,
donnent:moyenne42(s = 0,3)etmoyenne45(s = 0,2).

Cesdeuxméthodesdonnentellesdesrésultatssignificativementdifférents?
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Exercice22.6
Uncomposéestaccompagnéd’uncertificatd’analyseindiquantquesapuretéestde99%
avecs = 0,08établisur5mesures. Undosagedecontrôlerépété4foissurcecomposé
conduitauxvaleurssuivantes98,58;98,91;98,62et98,80.Lavaleurd’origineestelleà
rejeter?

Exercice22.7
Unesériedesolutionsétalonsutiliséesenabsorptionatomiqueconduitauxmesuressui
vantes:

concentration mg·L
−1 12,55102030

absorbance 0,06 0,19 0,36 0,68 1,21 1,58

a)Peutonutiliseruneméthodederégressionlinéaire?
b)Sioui,pourqueldomainedeconcentrations?

Exercice22.8
Uneméthodededosagedoitêtrerépétée5fois.8mesuressuccessivesdublancanalytique
ontdonnélesvaleurssuivantes:0,3;0,75;0,3;1,5;0,9;1,8;0,6;1,2.
Calculerlalimitededétectionenadoptantundegrédeconfiancede99%.



RÉPONSESAUXEXERCICES

Exercice1.1

Aprèséquilibre,les40mLd’éluantcontiennent12 × 40/ 10 = 48mgdecomposé.Danslaphase
stationnaire,ilyenadonc100 − 48 = 52mg.EnappelantKlerapportdesmassesprésentesdans
unmLdechaquephaseenéquilibre,K = (52/ 6)/ (48/ 40) = 7,2.

Exercice1.2

SachantqueV R = tR ·D,ona: a = (VR(2) − VM )/ (VR(1) − VM ),soit a = 1,2.

Exercice1.3

Onat R = tM (1+k).Ort M = L/ uetk = KV S/ VM d’oùt R = (L / u)(1+KV S/ VM ).

Exercice1.4

Pourtransformerl’expression1en2,onfaitapparaîtrek,àpartirdet M = tR/ (1+k).

Exercice1.5

a)Silespicssontvoisins,leslargeursàlabasesontengénéralcomparables.Enposant v1 = v2 et
enexprimant v2 parsavaleurenfonctiondeN 2,onobtient R = 1/ 4 N2(tR(2) − tR(1) )/ tR(2) .Puis
onfaitapparaîtrek,enutilisantt R = tM (1+k);enfin,onintroduit a = k2/ k1 ;

b)Larelationdonnéedansl’énoncéestobtenueàpartirdelarelationtrouvéedeR(enfonctionde
ketde a)etdel’expression2del’exercice1.4.

Exercice1.6

1) ÀpartirdelarelationdebaseR = 2(tR(2) − tR(1) / (v1 + v2)onpeutremplacer v parsavaleuren
fonctiondeN, v = 4tR/

√
Netcommet R = tM (1+k),onobtientbienl’expression(1);

2)Onmultiplielesecondmembrede(1),numérateuretdénominateurpar(k 1 +k 2)etonfaitappa
raître a (a = k2/ k1).

Exercice1.7

ft = 1,012

Exercice1.8

%(ME) = 16,6; %(EE) = 16,6; %(PE) = 33,4; %(BE) = 33,4.

Exercice1.9

a) EnajoutantlaNméthylsérotonineavantextraction,onn’apasàtenircomptedesperteséven
tuellesdeproduitduesauxdifférentesmanipulations.Onsupposequelerendementd’extractionest
lemêmepourlesdeuxcomposésquisonttrèssemblables;

b) kS/ NMS = 1,002;

c) massesérotonine:45ng/mL.



442 Réponsesauxexercices

Exercice2.1
1) Pourdesremplissagesidentiques(mêmeporosité ´C )onau 1/ u2 = 1,06.
2) VR = 48 × 4 = 192 mLou0,192mL(uneéconomiedesolvant).
3a)Lesvolumesmortssontdanslemêmerapportquelessectionsdesdeuxcolonnes:

VM(0 ,3)/ VM(4 ,6) = 0,0043.

Levolumederétentionsurlacolonne(0,3mm)estdoncégalauvolumederétentiondelacolonne
(4,6mm)multipliépar0,0043(soit235foismoins).
3b)Laquantitédeproduitinjectéétantlamême,leproduitsera235foismoinsdiluédanslaphase
mobileetlesignalseradoncenthéorie235foisplusintense(sensibilitéaccruepourladétection).

Exercice2.2
Lescomposésserontéluésdansl’ordre1,3et2.

Exercice2.3
(1,c)phaseinversée; (2,a)perméationdegel; (3,d)chrom.ionique; (4,b)phasenormale.

Exercice2.4
a) Si a estégalà1,lespicssontconfondus,lestempsderétentionsontidentiquescequiimplique
quek,donclogk A = logk B .Le%enMeCNdoitvérifierlesdeuxexpressions:
−0,0107[%MeCN]+1 ,5235 = −6,075 × 10

−3 [%MeCN]+1 ,3283.OntrouveMeCN=42,2%;
b) ComposéA: k30 = 14; k70 = 8; composéB: k30 = 16; k70 = 6. Pour 30%deMeCN:
a = 1,143etpour 70%deMeCN: a = 1,333.Enappliquantlaformuledonnantlarésolutionen
fonctiondeket a,ontrouvequeletermeen a etkvaut0,222pour70%et0,118pour30%.Ainsi
ilestpréférabled’utiliserlaphasemobileà70%deMeCN(séparationbeaucoupplusrapide).

Exercice3.1
a) Neff,k, a ;CPG:méthane.
b) L’expériencedécritenouspermetdeposer3équations,pour3inconnuest M ,aetb:

log(271−tM ) = 6a+b; (2)log(311 −tM ) = 7a+b; (3)log(399 −tM ) = 8a+b, soit tM = 237,7s .

c) Ik = 749.LaconstantedeMcReynoldsdelapyridinesurlaphasestationnaireest54.

Exercice3.2
L’indicedeKovatsdubutanolestdoncde645.SaconstantedeMcReynoldsestde:645 −590 = 55.

Exercice3.3
OnconsidèrequelevolumeVquisortdelacolonneparsecondeestégalauvolumeinternedela
colonnesurunelongueur u.Lasectiondelacolonneétant pd2

C / 4d’oùV = upd2
C / 4.Ledébit D

expriméenmL/min(si uetd C sontencm)vautdonc D = 60V.Sionchoisitd’exprimerd C enmm,
onécrira: D = 60up(0,1)2d2

C / 4soit D = 0,47ud 2
C .

Exercice3.4
a) L’ordred’élutionsuitceluidespointsd’Eb.croissants.Lesalcènes,pluspolairesquelesalcanes
correspondants,sontmoinsretenus,cequiestattendud’unecolonnenonpolaire;
b)a = k2/ k1 : a = 1,12(à −35

◦
C), a = 1,11(à25

◦
C)et a = 1,09(à40

◦
C);

c) lacolonneétantlamême,letempsderétentiondécroîtparsuitedeladiminutionducoefficient
departageK = CS/ CM aveclatempérature;N = 138493plateauxthéoriques;
e) Hminthéo = 0,113mm.
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Exercice3.5

b)tR proportionnelàlalongueur;

c)Rproportionnelleà
√

L;

d)dproportionnelleà
√

LetNproportionnelleàL;

e)d= 0,0568min,N 60 = 148166plateaux;

f) N30 = 74083plateauxetN 15 = 37041plateaux.

Exercice4.1

a) Unetellephasecorrespondàunpolymère(250000 < M < 900000)quicomportedesgroupe
mentsacides–CH 2COOH.Elleestdutypecationiquefaible.LepHdelaséparationétantinférieur
auxpIclassiquesdesprotéines,cellescisontprotonéessurlesfonctionsbasiques(–NH 3

+);

b) SionaugmentelepHonvadiminuerlecaractèreioniqueetlesprotéinesvontêtreéluéesplus
vite.IcipI 1 < pI2 < pI3.

Exercice5.1

a)R f(A) = 0,45; R f(B) = 0,55; NA = 2916; NB = 2788; HA = 9,26 × 10
−4 cm;

HB = 1,18 × 10
−3 cm.

b)R = 2,67;

c) a = 1,49.

Exercice5.2

a) Commeils’agitd’unephasenormale,lecomposélepluspolaireseraleplusretenu.Parordrede
migrationcroissante,onaurad’abordC,puisBetenfinA;

b) L’ordred’élutionseraitA,BetC;

c) L’ordreinverse;

d) R f(A) = 0,45;N = 635;HEPT = 0,1mm.

Exercice7.1

a) Levolumed’exclusionestd’environ4,5mL.Celuidesporesestd’environ3,75mL;

b) Pourlamassede3250Da,K = 0,29;

c) Enchromatographied’exclusionstériqueK < ou = 1,saufsidesinteractionsentresolutéet
phasestationnairesemanifestent,cequicréeunphénomènedepartitionclassiquequisesuperpose
àladiffusiondanslespores.

Exercice7.2

EnmettantboutàboutlescolonnesCetAlesquatreétalonsdepolystyrèneserontséparés:on
obtiendradonc4picsdistincts.
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Exercice7.3

a)M = 30475Daltons;

b)(2)M N = i Ai

i
Ai
Mi

et(3)M W = i Ai .Mi

i Ai
;

c)tableau

Mi 90772 73800 60016 48830 39756 32398 26431 21593 17668 14482 11895 9792

MN = 31210Daltons,M W = 33134Daltons.

Exercice8.1

a)mEP = 2,88 × 10
−5 cm2 ·s

−1 ·V
−1 ;

b)D = 2/ (2N ·tM ) = 2,5 × 10
−5 cm2 ·s

−1.

Exercice8.2

a) Non,carils’agitd’uneparoinontraitée.Ilsecréedoncunfluxélectroosmotique.Lecomposé
migreverslacathode,mêmes’ilporteunechargenégative;

b)mapp = 7,5 × 10
−4 cm2 ·s

−1 ·V
−1 ;

c)mEOS = 1,5 × 10
−3 cm2 ·s

−1 ·V
−1.

d)mEP = −7,5×10
−4 cm2 ·s

−1 ·V
−1.Lesigne(négatif)de mEP symbolisequ’ils’agitd’uneespèce

porteused’unechargenettenégative.Lecomposévamoinsvitequ’unmarqueurneutre;

e) Silaparoiducapillaireestrendueneutre,iln’yauraplusdefluxélectroosmotiqueetparconsé
quentlecomposénemigreraplusverslacathode;

f) SilepIestde4,pourtoutpHinférieurà4,lecomposéserasouslaformed’uncation.Dansce
cas,letempsdemigrationseranormalementpluscourtquepourunmarqueurneutre;

g)N = 337500plateaux;

h) Unepetitemoléculediffuseplusvitequ’unegrossemolécule. Parconséquent l’efficacitéest
meilleurepourlesmoléculesdemassesélevées.

Exercice8.3
M = 29854Da. Onremarqueraquelaphasestationnairenesecomportepastoutàfaitcomme
ungeldeCES.Ellefaitobstacleauxgrossesmoléculesquimigrentdoncmoinsvitequelesplus
petites.

Exercice9.1

Laconcentrationd’unesolutionà0,1ppmestde0 ,1 × 10
−3 g·L

−1 soit1 ,92 × 10
−6 mol·L

−1.

ÀpartirdeA = ´ · ·c,ontrouve = 4,98cm.Unecuvede5cmd’épaisseurestdoncbienadaptée.

Exercice9.2

a) SiT = 0,5, A = log1 / 0,5 = 0,3; ´ = 2344L ·mol
−1 ·cm

−1.

b) Siondoublelaconcentration, A = 0,6.Donclog1 / T = 0,6soitT = 0,25.



Réponsesauxexercices 445

Exercice9.3

Si90%durayonnementestabsorbé,T = 0,1.DoncA = 1etc = 2,22 × 10
−3 mol·L

−1.
PourM = 500g ·mol

−1,ontrouvec = 1,11g ·L
−1.

Exercice9.4

a)Valeurs des ´ (L·mol
−1 ·cm

−1): ´A(510) = 4,76; ´B(510) = 4,967; ´A(575) = 0,647;
´B(575) = 12,617.

b) CA = 1,2 × 10
−1 mol·L

−1 etC B = 2 × 10
−2 mol·L

−1.

Exercice9.5
a)y = 1,784x+0 ,815enposanty = Aéchantillon/ Apermanganate etx = Abichromate/ Apermanganate.

b)cpermanganate = 8,15 × 10
−5 mol·L

−1 etc bichromate = 1,78 × 10
−4 mol·L

−1.

Exercice9.6
Lemolybdateétantengrandexcès,onpeutconsidérersaconcentrationconstante,laloidevitesse

devient: − d [F]
dt

= k [F] dansl’hypothèsed’unecinétiquedupremierordreparrapportaufruc

tosesoitln
[F]
[F]à

= −k ·t cequiramenéenabsorbancedonne:ln
A∞ − At

A∞
= −k ·t.Lesvaleurs

dek sontpratiquementégales,cequiconfirmel’ordre1etlavaleurmoyennedekest0 ,0348min
−1.

Exercice10.1

a) E = 1,99 × 10
−20 J.Rapportéàunemoleontrouvera12000J(soit2 ,87kcal ·mol

−1).

b)n= 666,67cm
−1 (ou66667m

−1); l = 5,88 mm.

Exercice10.2
Enadmettantquelaconstantedeforcekrestelamêmepourlesdeuxespèces(cesontdesisotopes
d’unmêmeélément)ontrouve nD = 2215cm

−1 (écartinférieurà2%aveclavaleurexp.).

Exercice10.3

Unphotoncorrespondantà2000cm
−1 transporteuneénergiedeE = hc/ l = 3,972 × 10

−20 J.
Cetteénergieseretrouvesousformed’énergiemécanique: Etot = ECin +E pot.Aumaximum
d’élongation Dx, ECin = 0carlavitesseest nulle. L’énergieEduphotonest doncentièrement
sousformed’énergiepotentielle: DEPot = 1/ 2k.(Dx)2 ; DEPot = Eapportéepar lephoton.
Dx = 8,91 × 10

−12 msoitenviron6%d’uneliaisondontlalongueurseraitde0,15nm.

Exercice10.4

Lamasseréduiteapproximativeest:1 ,138 × 10
−26 kg;ontrouvek = 1845N ·m

−1.

Exercice10.5
a)Pourunindicerelatifde2 ,4/ 1,4 = 1,714l’anglecritique a esttelquesin a = 1/ 1,714soit
a = 35,7

◦
.

b)Nombrederéflexionssurlafacesupérieure: 4(enadmettant quelefaisceauincident arrive
perpendiculairementàlafaced’entrée).

c)Pour4000cm
−1,soit l = 2,5 mm, épaisseuréquivalente4 × 2,5 = 10 mm(pour400cm

−1,
100 mm).
d)Ilfautmultiplierl’absorbanceparunfacteurdontlavaleurcroîtenfonctiondelalongueurd’onde.
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Exercice10.6

a)y1 = 0,0009x+0 ,0003,avecy 1 = A1030 / mmdefilmetx = %AV.

b)y2 = 0,0531x+0 ,0047avecy 2 = A1030 / A720 etx = %AV.

c)%AV = 8,4àpartirdea)et%AV = 8,46àpartirdeb).

Exercice10.7

a)3040,2959,2924,2849cm
−1 ;

b)Ils’agitdevibrationsd’élongationdesliaisonsCHaromatiquespourlapremière, alcaniques
pourlestroisautres;

(c))CCl 4 n’apportepasdeliaisonsCH;

Atot = 2,21 × 10
−2C − 2,07 × 10

−4 , (r = 0,999999);C = 0,222g ·L
−1.

Exercice11.1

Ils’agitd’uneméthoded’ajout.LaconcentrationdelasolutiondeFe(II)estde3 ,07 × 10
−5 M.

Exercice11.2
Laconcentrationdelasolutionéchantillonestde(60 / 40) × 0,1 = 0,15ppmsoit150ppb.

Exercice11.3
Oncommenceparcorrigerlesvaleursluespourlestroissolutionsenretranchant celledublanc
analytique.Ontrouvex = 1,062 mg·mL

−1.Cettevaleurcorrespondàlamassedebenzopyrènequi
setrouvedans1Ld’air.Laconcentrationmassiqueest1 ,06 ×10

−6/ 1,3 = 0,815ppmsoit815ppb.

Exercice11.4

a)I f = 1,773 × 106C+2 ,22;

b)c = 6,25 × 10
−2 g·L

−1 soit62,5ppm.

Exercice11.5

À250nmcorrespondunnombred’ondede40000cm
−1.LepicRamandel’eauseradoncsituéà

40000 − 3380 = 36620cm
−1,cequicorrespondàunelongueurd’ondede273,1nm.

Exercice12.1

a)Ilfautaumoins1électrondansl’étatn = 2(«couche»L);

b) Parcequelesconstituantsdel’airabsorbentdemanièrenonnégligeablelerayonnementdefluo
rescenceXdefaibleénergie.L’héliumestpratiquementtransparent.

Exercice12.2

a)2dsin u= kl (icik = 1);sin u= 0,9226soit u= 67,31
◦
.Ladéviation2 u= 134,62

◦
.

b)E = hc/ l ,soitE = 9,517 × 10
−15 Jou59480eV.

Exercice12.3
PourlaraieK a dutitane57%durayonnementestabsorbéparlefilmd’aluminium.PourlaraieK a
del’argentseulement1%decerayonnementplusénergétiqueseraabsorbé.



Réponsesauxexercices 447

Exercice12.4

a)DE/ E = Dl/ l ,soit DE = EDl/ l = 1,9284 × 10
−19 Jou1,2eV;

b)Onnepourradistinguercesdeuxtransitionsdel’atomedesoufre;

c)Unevariationde2 × 10
−4 nmcorrespondàunedifférenced’énergiedemoinsde1eV,quide

meurerainvisiblesurlespectre.

Exercice12.5
x = 0,30%.

Exercice12.6

a)I = 69,867% m/ m − 0,056,(r = 0,995);

b)3,336%

Exercice12.7

a)N2 :77,78%;O 2 :22,22%;

b)mM = 19,81cm 2 ·g
−1 ;

c)89,85%;

d)99,93%conclusion:l’héliumtransmetbeaucoupplusd’énergiequel’air, c’estpourquoiona
purgél’appareilpourremplacerl’airpardel’hélium;

e)I = 63,64x+17 ,96oùxestlepourcentageenmassedeAl(r = 0,9997);

f)0,315%

Exercice13.1
Pourunetempératuredonnée, R = Ne/ N0 = g · exp(−DE/ kT).EndésignantparR 2/ R1 lerapport
desdeuxvaleursdeRà2000età2500K,ontrouve: R2/ R1 = 11,5.Ledosageseraenviron12
foisplussensibleà2500qu’à2000K.

Exercice13.2

Concentrationenpotassiumdusérum:4 ,84 × 10
−3 mol·L

−1 (ou4 ,84mmol ·L
−1).

Exercice13.3
Lepotassiums’ioniseplusfacilementquelesodium,cequidiminuel’ionisationdusodiumaprès
sonatomisation.

Exercice13.4

L’échantillonintroduitdanslefourgraphitecontientm x = 1,22 × 10
−4 gdeplombsoit1,22%.

Exercice13.5

a) Ils’agitdelabandespectralequiestsélectionnéeparlafentedesortieetquiatteintledétecteur.

b) Laformulebrutedel’acideEDTAest C10H16N2O8 celledusel mixtedezincet desodium,
C10H12N2O8Na2Zn.Àl’étatanhydre,ceselapourmasse399 ,6g ·mol

−1,celleduselhydratéestde
471,6g ·mol

−1.Ils’agitdoncd’unhydrateà4moléculesd’eau;

c)C = 1,14mg ·L
−1.
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Exercice14.1

Dl > 1,84 × 10
−13 m(1 ,84 × 10

−4 nm).

Exercice14.2
[RapportsignalPb/Mg]=8,219[conc.]+0,345d’oùA = 0,118mg / LetB = 0,376mg / L.

Exercice14.3

Cetteexpressionsignifiequelesautd’énergiede16960cm
−1 correspondàlaraiederésonance.

Cetteunitéestemployéepourmesurerlesénergies(E = hn= hc/ l ); l = 589,62nm:ils’agitdela
composantedudoubletquel’onappelleraiederésonance(E = 2,102eV).Lasecondecomposante
dudoubletn’estpasuneraiederésonance.

Exercice14.4
a)Parapplicationdel’expressiond(sin a,+sin b) = nl oncalcule2valeursdencorrespondant
aux2valeursdel’angled’observation b donnéesdansl’énoncé,(avec a = 65

◦
),soitn 1 = 52,34et

n2 = 53,49.Doncn = 53;
b)Lamêmeexpressionutiliséepourcalculercettefoisleslongueursd’ondeextrêmesdonne:pour
n = 53, l de0,3457à0 ,3533 mm;pourn = 52, l de0,3523à0 ,3600 mmetpourn = 54, l de
0,3393à0 ,3467 mm;
c)Ilyarecouvrementdesplages.

Exercice14.5

a)correctiondubruitdefond =
A324,719 +A 324,789

2
= 15,6pourl’étalon, = 18,35pourl’échan

tillon;

b)correctiondueaufer =
10,5·2,94·104

8,75·105 = 0,353;

c)C = 9,13ppm.

Exercice15.1

g= 4pmz/ h; g= 2,674 × 108 rad·T
−1 ·s

−1.

Exercice15.2

NE(1) / NE(2) = eDE/ kT ;ontrouve1,0000095.SiB 0 = 7T,cerapportestégalà1,0000477.

Exercice15.3
a)7Hzcorrespondentà1,4mm;
b) Sil’appareil,pour 1H,fonctionneà200MHz,pourle 13Clafréquenceest nC = nHgC/ gH soit
gC = 200 × 1/ 3,98 = 50MHz;7Hzcorrespondrontà5,6mm.

Exercice15.4
a)d= 2,75ppm;
b)300Hz;
c)Lesdéplacementschimiquesenppmsontinvariants.

Exercice15.5

Lafréquencederésonancedu 19F:188,255MHz.Doncentrelesdeuxnoyauxilya11,745MHz.
Ladistanceentrelessignauxserait1174,5m.
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Exercice15.6
a)A:CHFClCFCl 2 (dd, J = 70et7Hz)B:CHF 2CCl3 (t, J = 70Hz);

b)C:CHCl 2CF2Cl(t, J = 7Hz).

Exercice15.7

Massemolairetrouvéedel’aldéhydesalicylique:121 ,6g ·mol
−1

Exercice16.1
Lacompositionestde65%devanillinenaturelleet35%devanillinedesynthèse.

Exercice16.2
1)X = 0,899gd’élémentlutétium;

2a) Onaajouté9 ,013 mgde 176Ludansleprélèvementde1L.

b) MéthodecoupléeICP/SM;

d) x = 0,1088;

e) 8262L.

Exercice16.3
a)Solutionapprochée:0,5ppm;

b)Solutionplusrigoureuse:0,513ppm;

c)SiTiouCrétaientprésentsdanscetacier,ilyauraitdéjàunpicàlamassenominale51dûauCr
etl’intensitédupicdemasse50seraitperturbéeparlaprésenceduTi.

Exercice16.4
a)208,088815u.

b)Lesdeuxmodesdedécompositioncorrespondent àunepertedemassepaire(28u). Lesions
formés(m / z = 180)sont doncd’aprèslarèglegénéralepourlescomposésCHO, descations
radicaux.

O O
+

.
+ . CO

c)ParpertedeCO:m / z = 180,0939.ParpertedeC 2H4,m = 180,05732.Surunenregistrement
enhauterésolution,onpeutdéduirequelepicleplusàdroitecorrespondauxionsformésàpartir
del’ionparentparpertedeCO.

d)LaformulebrutedecetionestdoncC 14H12.LesecondpicapourformuleC 13H8O;

e)Oncalculelesmassesexactesdes3isotopomèrescomposantlepicM+1(formulesbrutesdonnées
dansa),a = 209,09217;b = 209,095054etc = 209,09321u.Lesécartsentrecesvaleurssonttrès
inférieursàlavaleurde DMcalculéed’aprèslavaleurdeR(0,012u).Danslesconditionsdecette
expérience,cestroistypesdemoléculesapparaîtraientdoncconfondues.

Exercice16.5

Pic720:I = 0,98960 = 0,515;pic721:I = 0,98959 ×0,011×60 = 0,344;(M+1) / M = 66,7%.
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Exercice17.1
AppelonsA S l’activitéspécifique(parg)dumarqueur,m S lamassedecemarqueurutilisée,A X l’ac
tivité(parg)aprèsrécupérationetm X lamasseinconnuedepénicillinedansl’échantillonprélevé.
MS = 1 × 10

−2 g;A S = 75000Bq / g;A X = 6667Bq / g;m X = 0,102g.Dans1gd’échantillon
ilyadonc2foisplusdepénicilline,soit0,204g(20,4%).

Exercice17.2

a)Concentrationdelasolutionétalondepatuline:1,54ppmou1 × 10
−5 ;

b) %d’absorbance(oud’inhibition)parrapportautube1:tube2:45,63%;tube3:56,63%;tube
4(éch.):48,54%
c)L’absorbancedutube1estplusgrandecars’iln’yapasd’analyteintroduitdansletube,tousles
sitesd’anticorpssontoccupésparleconjuguéenzymatique.
d)Laquantitédepatulinedansletube2(2mL)estde1 × 10

−5/ 1000 = 1 × 10
−8 mol,(1 ,54 mg),

soit770 mg·L
−1 (aveclogc = 2,8865).Dansletube3laquantitémolairedepatulineestdeuxfois

moindre,soit0 ,5 × 10
−8 mol,(0 ,77 mg)soit:385 mg·L

−1 (aveclogc = 2,5854).
e)Lasolutioninitialecontient0 ,93mg ·L

−1 (soit930ppb)depatuline.

Exercice17.3

1.a)35
17Cl+ 1

0n → 36
17Cl

∗
+ g ; 36

17Cl
∗ → 36

18Ar
∗

+ b
−

; 36
18Ar

∗ → 36
18Ar+h n (tb− = 3,1 × 105 ans)

37
17Cl+ 1

0n → 38
17Cl

∗
+ g; 38

17Cl
∗ → 38

18Ar
∗

+ b
−

; 38
18Ar

∗ → 38
18Ar+h n (tb− = 37,3min)

1.b)Lapériodeétantcourte,onpeut,parcomptagesurunepériodedequelquesheuresetavecl’aide
d’unlogiciel,identifierlafractiondecetisotopeparrapportaurayonnementconstantdesémetteurs
àpériodeslongues(moinsintense).
1.c)Absorptionatomique,maispertepossibled’élémentsvolatilsaucoursdutraitementdel’échan
tillon.FluorescenceX,maisanalysedesurfaceessentiellement.
2.a)2gdeKClcorrespondentà0,0268mol.SiAgClétaitrécupéréentotalité,onaurait3,845g.Or
onenretrouve3,726g.Lerendementmassiqueestdoncde97%.
2.b)50mLd’unesolutiondeAgNO 3 (M = 203,868g ·mol

−1)à15%correspondentà7,5gde
cesel, soit7 ,5/ 203,868 = 0,037mol.Onremarquequelaquantitéd’ionargentestdoncégaleà
0,037/0,0268soit1,38foislaquantitéstœchiométrique.
Lavaleurducomptage gpourunerécupérationtotalede 35Clestégalà11203 / 0,97 = 11549.
Laquantitédechloredansl’acierestde11203 / 48600 ×10 = 2,38 mg,soit4 ,66 mg·g

−1 (4,7ppm).

Exercice17.4
a)l’activitédel’insulinelibres’obtientenretirantdel’activitétotalecelledel’insulinecomplexée:
6755,8889,10148,10909et9900pourl’inconnue;
b)0,510,0,800,1,030,1,200et0,980pourl’inconnue.;C = 6,6ng ·mL

−1.

Exercice18.1
%C = [10,56 × (12/ 44)/ 5,28] × 100 = 54,55; %H = [4,32 × (2/ 18)/ 5,28] × 100 = 9,09;
%O = 36,36%
Si lecomposéapourformulebruteC x HyOz et enprenant M = 88puisqu’il n’yapasdepic
significatifenSMaudessusde89onpose:12x / %C = y/ %H = 16z/ %O = M/ 100;x = 4;
y = 8;z = 2.
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Exercice18.2
a) Avantage:ledispositifàvapeurfroideestspécifiquedumercure;inconvénient:seullemercure
inorganiqueestdosé.
b) Équationdeladroitedesmoindrescarrés:[signal] = 858,33[conc.] − 0,46;C(ppb) = 0,06.

Exercice19.1
SoitxlaconcentrationenionsH + ;CH 3COOH → CH3COO

−
+H + (K a = 1,8 × 10

−5).
Ka = x2/ (0,85 − x)soitx = 0,0039doncH + = 0,0039MsoitpH = 2,4.
Ledegrédedissociationserade(0 ,0039/ 0,85) × 100 = 0,46%.

Exercice19.2
[Cd++] = 0,01;E = E0−RT / nFLn[Red] / [Ox];E = −0,403−(0,059/ 2)×log(1/ 0,01) = −0,462V.

Exercice19.3

Laréactionestlasuivante:Ti 3+ +Fe 3+ → Ti4+ +Fe 2+ ;oronaajouté1,5foislaquantitéstœchio
métriquenécessaireenFe 3+ iln’yauraplusdeTi 3+ ;[Ti 3+] = 0;[Ti 4+] = 4 × 10

−4 M
[Fe2+] = 4 × 10

−4 M;[Fe 3+] = 2 × 10
−4 M(lamoitiédelavaleurprécédente).

Exercice19.4
Lapremièremesurefaitesurlasolutionéchantillonestdutype:E 1 = E +SlogC X .Laseconde
mesureestdutype:E 2 = E+Slog(C X VX +C RVR)/ (VX +VR).Leterme(C X VX +C RVR)/ (VX +VR)
représentelanouvelleconcentrationencomposédoséquandonajoutelevolumeV R deconcentration
CR auvolumeV X deconcentrationC X :
DE = E2 − E1 = Slog(C X VX +C RVR)/ [(VX +V R)CX ]

soit10 DE/ S = (CX VX +C RVR)/ [(VX +V R)CX ] = VX / (VX +V R)+C RVR/ [(VX +V R)CX ]
EnisolantC X danslepremiermembredecetteexpressiononretrouvelaformuleproposée.

Exercice19.5

a)´ac = 103 mol·L
−1 ·cm

−1 ; ´bas = 7 × 103 mol·L
−1 ·cm

−1 ;
b)Onutiliseleséquationsdeconservationdematière[Acide]+[Base] = Cet d’additivitédes
absorbancesàpH = 5,5soit:
103[Acide]+7 ·103[Base] = 0,4cequipermetd’atteindre[Acide]et[Base]àpH = 5,5puisle
pKa = 5,5.PourpH = 2,onestàpKa − 3,5:onpeutdonclégitimementdirequetoutlecoupleest
sousformeacide.PourpH = 8,onestàpKa+2 ,5:onpeutlégitimementdirequetoutlecoupleest
sousformebasique.Donclesapproximationssontjustifiées.

Exercice20.1
Leproblèmerevientàcalculerlerapportdunombredetransportduzincvisàvisdunombrede
transportdel’ensembledesautresionsprésentsensolution:lecalculconduità:
tZn++ = 6,98 × 10

−3.Pour1coulombéchangé,Zn ++ transportera6 ,98 × 10
−3 Cetleresteparla

solution:(1 − 6,98 × 10
−3) = 0,993C;i m/ iD = 7,03 × 10

−3 ou0,007.Letransportduzincvers
l’électrodeestcontrôléparladiffusion.

Exercice20.2

20gouttes,soit0,16g,sonttombéesen80s.Ledébitdemercureest0 ,16/ 80 = 2 × 10
−3 g·s

−1.
Pourunehauteurtriple,ledébitsera3foisplusimportant,soit6 × 10

−3 g ·s
−1.Lesgouttesayant

toujourslamêmemasse,ellessesuccéderontaurythmede(0 ,16/ 20)/ (2 × 10
−3) = 1,33s.
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Exercice20.3
Parapplicationdel’équationd’Ilkovic:i D = 7,15 mA.

Exercice20.4

1.a)t = 1,93 × 103 ssoit32,16min;

1.b)Note:untelcourantde1,5nAestpratiquementindétectable.Maissionopèreenvoltampéro
métrieàredissolution(strippingvoltammetry),onvaparexempleredissoudrecettequantitédezinc
en1s,cequidonneracettefoisunsignalfacileàdétecterde:i = 2,895 mA.

2) Ilfaut2électronspourréduireunionzinc.Laquantitédecourantutiliséedansl’expérienceest
de4 ,5×10

−3 C,cequipermetderéduire2 ,33×10
−8 moledeZn:l’appauvrissementestde0,12%.

Exercice20.5
Etalonnageduréactif :1mLdecesolvantapourteneureneau3/15mLderéactifdeKF.Dansle
dihydratedel’acideoxalique(M = 126g ·mol

−1),laconcentrationmassiqueeneauestde28,57%.
Lesdonnéespermettentdetrouverletitreduréactif:T = 28,57 × 205 × 1/ 13 = 4,51mg ·mL

−1.
Dosage:10mLdesolvant«neutralisent»10 × 3/ 15 = 2mLderéactif,doncles1,05gdepoudre
delaitontréagisur12 − 2 = 10mLdeceréactif.Ilyadonc4 ,51 × 10 = 45,1mgd’eaudans
l’échantillon,soituneconcentrationde(45 ,1/ 1050) × 100 = 4,3%.

Exercice20.6
DanslaversioncoulométriquedudosagedeKF, 1moléculed’eaunécessite2atomesd’iodeet
2électrons. Ilfautdonc2 × 96500coulombs(C)pourunemole, soit1 ,8 × 104 mgd’eau;1C
corresponddoncà1 ,8 × 104/ (2 × 96500) = 0,0933mgd’eau.Celacorrespondàlaquantitéd’eau
dans1mLd’éther.Parlitreilyadonc93mgd’eau.Laconcentrationest93 / 0,78 = 120mg ·kg

−1

(120ppm).

Exercice20.7
AufuretàmesurequeFe ++ s’oxydeaucontactdel’anode,saconcentrationdiminue.Commeon
opèreàcourantconstant,lepotentieldel’électrodevaaugmenter.L’eauvaalorss’oxyder,venant
fausserlerésultatdudosage.Enrevanche,enprésenced’unselCe +++,c’estluiquivas’oxyderavant
l’eauenCe ++++. CedernieroxyderaàsontourleFe ++ restant.Larelationentrequantitédecourant
etconcentrationenFe ++ n’enserapasaffectée.Ilfautnéanmoinsajouteraumilieuunindicateurde
findeprésencedeFe ++.

Exercice22.1
Lavaleurmoyenneestde650avecs = 1,581.Pourleniveaudeconfianceindiqué,onrelèvedans
latabledeStudent,lavaleurt = 2,776.Onpeutalorscalculer:t ·s/ (n)1/ 2 = 1,963.Lesrésultats
déterminentuneplage650 ± 1,963danslaquelleona95%dechancedetrouverlavraiemoyenne.
Ilyaprobablementdanscesexpériencesuneerreursystématique.Maissionsefixaitunniveaude
confiancede99%(t = 4,6)onauraitt ·s/ (n)1/ 2 = 3,25etparconséquentuneplagede650 ±3,25.
Lavaleurde653seraitinclusedanscetintervalleetseraitdoncadmise.

Exercice22.2

a)ChimisteA:x = 131,6;s = 1,56; ´ = 0,3;CV(RDS)% = 1,18: justeetprécis.

ChimisteB: x = 131,6;s = 5,37; ´ = 0,3;CV(RDS)% = 4,08: justemaisnonprécis.

ChimisteC: x = 135,7;s = 1,33; ´ = 3,8;CV(RDS)% = 0,98: nonjustemaisprécis.

ChimisteD: x = 125,3;s = 9,93; ´ = 6,6;CV(RDS)% = 7,93; nonjusteetnonprécis.
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b) F = (s1/ s2)2 = 11,88.Orpour6et6mesures(voirtableau22.3p.433),lavaleurfrontièreest
de5,05.Donclesprécisionsdecesdeuxappareilssontsignificativementdifférentes.

Exercice22.3
Lavaleurcalculéedet(avecn = 6)pourlechimisteA(s = 1,559)estde0,471.Cettevaleurest
nettementpluspetitequecellesquisontrelevéesdanslatabledet:2,57(pour95%)et4,03(pour
99%).Iln’yadoncprobablementpasd’erreursystématique.MaispourlechimisteC(s = 1,33),
ontrouvet = 4,05,valeurquiindiqueuneerreursystématiquetrèsprobable.

Exercice22.4
a)LavaleurdeQ = (24,8 − 24,36)/ (24,8 − 24,10) = 0,63estinférieureàcellequel’ontrouve
dansletableaupour5mesuresetunniveaudeconfiancede95%(valeur0,64).Onnepeutdonc
rejeterlavaleurde24,8.

b)Enrevanchesionrefaitlecalculenajoutantlesdeuxvaleursindiquées, Qdemeurerainchangé
maisdanslatablepour7valeursonaura0,51.Lavaleur24,8estàrejeter.

Note:lesvaleursdesetdelamoyenneenincluantcettemesure(s = 0,239etmoyenne24,29)ou
enlarejetant(s = 0,095etmoyenne24,21)sonttrèsdifférentes.Sionprenaitlesvaleursmédianes
onaurait24,24(avec)et24,22(sans).Lamédianesembleicipréférableàlamoyenne.

Exercice22.5

Ilfautcalculerl’écarttype«pooled»s p :s 2
p = 0,065 = 0,25492 ett = 22.Danslatablet = 2,2,

donclesdeuxméthodesnereviennentpasaumêmeetconduisentdoncàdesrésultatsdifférents.

Exercice22.6
Il s’agit d’unproblèmedecomparaisondedeuxmoyennes. Lavaleurmoyennedes4analyses
estde98,73avecs n−1 = 0,155.La«pooledstandarddeviation»desdeuxsériesdevaleursest:
sp = 0,118.Lavaleurdetbaséesur(5+4 −2)degrésdelibertéconduitd’aprèslatableà2,365pour
unniveaudeconfiancede95%.Ondoitmaintenantcalculer2 ,365×0,118×[(4+5)/ (4×5)]1/ 2 = 0,187
etcomparercettevaleuràladifférencedesmoyennesquiestégaleà99 − 98,73 = 0,23. Cette
dernièreestsupérieure,doncils’agitdedeuxmoyennesincompatiblespourlemêmelot.

Exercice22.7
Sionconsidèrequelaloidevariationdel’absorbanceaveclaconcentrationestunedroite,celle
ciaurapouréquation:A = 0,05[conc]+0 ,08. Lesécartssontrelativement importantsavecles
pointsexpérimentaux.Onpréféreraunajustementquadratique,etenplussuruneplageréduitede
concentrations.

Exercice22.8
Pourleblancanalytique,s n−1 = 0,82.Lavaleurdetcalculéepour(5+8)mesuresestde3,17.Donc
Dx = 3,17 × 0,82 × [(5+8) / (5 × 8)]1/ 2 = 1,48:lalimitededétectionestd’environ1,5mg.
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Tabledesconstantesphysico-chimiques

Quelquesconstantesphysico-chimiques

désignation symbole valeurnumérique(SI)

Nombred’Avogadro NNN 6,02252× 1023 mol
−1

Volumemolaired’ungazparfait V0 22,414× 10
−3 m3· mol

−1

Constantedesgazparfaits R 8,3143J
−1·mol

−1

ConstantedeBoltzman(R/N) k 1,3806× 10
− 23 J ·K

−1

ConstantedePlanck h 6,6262× 10
−34 J ·s

Quantumdemomentcinétique h/2p 1,0546× 10
−34 J ·s

ConstantedeFaraday F 96487C·mol
−1

Vitessedelalumièredanslevide c 2,997925× 108 m·s
−1

Chargedel’électron e 1,60210× 10
−19 C

Massedel’électronaurepos mc 9,10953× 10
−31 kg

Masseduneutronaurepos mn 1,67496× 10
−27 kg

Masseduprotonaurepos mp 1,67265× 10
−27 kg

Unitédemasseatomique u(uaouuma) 1,660566× 10
−27 kg
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