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CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

a chromatographie est une méthode de séparation des espéces molécu-
laires contenues dans un mélange parfois trés complexe (pétrole, sang,
parfum, etc.).

Elle met en jeu une phase stationnaire capable d’attirer les molécules et une
phase mobile capable de les entrainer. La nature de la phase mobile, appelée
aussi fluide vecteur, caractérise le type de chromatographie (gazeuse, liquide,
supercritique). La phase stationnaire doit étre confinée. Lorsque I'enceinte de
confinement est un tube cylindrique, on parle de chromatographie sur colonne.
En chromatographie planaire (CP), la phase stationnaire est déposée sur un
support plan, la phase mobile est un liquide et la CP appartient donc au domaine
de la chromatographie en phase liquide. En chromatographie sur colonne, le rap-
portlongueur/diameétre est élevé alors qu’en CP c’est le rapport surface/épaisseur.
Un cas particulier est constitué par la chromatographie sur baguettes cylindriques

appelées Chromarods®.

Notations et Symboles

Symbole Unité

Définition

A cm? surface occupée sur I'adsorbant T -
s par une e 1.1 Caractéristiques comparées
B, cm? perméabilité de la couche de la chromatographie
c mol - L™' | concentration du soluté |I(|l.llde sur colonne
dp um diametre des particules du milieu poreux et de la chromatographie planaire
D m2.s™1  coefficient de diffusion
e cm épaisseur de la couche La partie la plus importante d’'un chromatographe est I'ensemble
H um hauteur équivalente a un plateau phase stationnaire/phase mobile. Toute opération chromatogra-
(ou HEPT) théorique phique comporte :
k cm2.s'  constante de vitesse — la mise en mouvement de la phase mobile ;
, iy — l'injection des solutés ;
k facteur de capacité . .
o T ) — le processus chromatographique ;
K coefficient de distribution du soluté — la détection des solutés.
L cm longueur de developpelme.nt En chromatographie liquide sur colonne a haute performance
N nombre de plateaux théoriques (CLHP), la phase mobile est pompée dans la colonne et I'opérateur
(ou efficacite) est maitre du débit; l'injection est effectuée par une vanne a
R¢ rapport frontal boucle sans interruption du débit de la pompe et les solutés sont
R résolution injectés dans un systeme équilibré. Le processus chromatogra-
u em-s~! | vitesse d’avancement du solvant phique se déroule mais il n'est pas visible par I'opérateur. Les solu-
v 3 | de ré . tés séparés sortent de la colonne, ils sont élués et détectés en
R cm volume de retention continu. L'appareillage peut étre totalement automatisé.
z cm distance de migration
o sélectivité i L. .
Y N.-m™ tension superficielle du solvant Liste des principales abréviations
] ° angle de mouillage CCM Chromatographie sur couche mince
er porosité totale CLHP  Chromatographie liquide sur colonne
n Pa-s viscosité du solvant a haute perform.ance .
2 iance CP Chromatographie planaire
o varianc L CPG Chromatographie en phase gazeuse
A coefficient de tortuosité FID Flame ionization detection
o cm largeur des pics a la base HPTLC | High performance thin layer chromatography
v vitesse réduite du soluté OPLC  Overpressured layer chromatography
OPMLC Overpressured multi layer chromatography
indices : f front de solvant; m phase mobile ; s phase stationnaire. TLC Thin layer chromatography
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Une chromatographie planaire peut se dérouler de deux fagons
selon que I'opérateur est maitre ou non du débit de phase mobile.

Dans le cas le plus classique, appelé chromatographie en couche
mince (CCM), le dépot des solutés s’effectue a la surface de la phase
stationnaire. On peut donc parler d'une injection latérale a la diffé-
rence de l'injection centrale réalisée sur colonne. Le dépo6t est préa-
lable au mouvement de la phase mobile qui s’effectue par
capillarité, et une partie de la phase stationnaire, un c6té de la sur-
face plane, est en contact avec I'atmosphére ; on est donc en pré-
sence d’'un systéeme a trois phases du fait de la présence de cette
phase gazeuse. Le processus chromatographique est visible et peut
étre interrompu a tout instant par I'opérateur s'il constate une ano-
malie. La différence la plus importante entre la CLHP et la CP est
que, dans ce dernier cas, les solutés ne sont pas élués ; c’est I'opé-
rateur qui arréte le processus. Le chromatogramme est ainsi pré-
servé et la méme phase stationnaire peut étre utilisée pour une
autre chromatographie avec un autre solvant apres évaporation du
premier. La détection ne se fait pas en continu et la plaque doit étre
transférée vers un détecteur aprés avoir été débarrassée du solvant.
La préservation du soluté permet de procéder a plusieurs détections
et méme a des réactions successives, opération délicate a mettre en
ceuvre en CLHP. Il n'y a aucune possibilité d’automatisation totale.

Dans le cas de la CP a flux forcé, la phase gazeuse présente en
CCM est totalement éliminée et le systéme est tout a fait analogue a
une CLHP dont la colonne serait de forme parallélépipédique. On
peut effectuer l'injection avant mouvement de la phase mobile
comme en CCM ou lorsque le systéeme est équilibré comme en
CLHP. Il en est de méme de la détection qui peut étre effectuée en
continu ou en discontinu. Le chromatogramme peut étre préservé
ou non a la volonté de I'opérateur. Celui-ci est maitre du débit car le
liquide est pompé dans la colonne. La grande différence, outre la
forme de la colonne, réside dans I'injection latérale. Les détecteurs
de CLHP peuvent étre utilisés dans la CP a flux forcé.

1.2 Domaine d’application
de la chromatographie planaire

Tous les solutés qui peuvent étre chromatographiés en CLHP
peuvent I'étre en CP. La CCM a souvent été utilisée comme tech-
nique pilote dans la mise au point de systémes chromatogra-
phiques CLHP. En mode classique, la CP n’atteint pas les efficacités
obtenues a I’heure actuelle avec les colonnes remplies de trés
petites particules ou les colonnes capillaires utilisées en CLHP. La
sélectivité peut étre trés grande car la CP se préte mieux a la modi-
fication de I'ensemble phase mobile/phase stationnaire que la
CLHP. La chromatographie planaire seule permet la multichroma-
tographie, c’'est-a-dire la chromatographie simultanée de plusieurs
échantillons (jusqu’a 15 ou 20). Le temps d’analyse peut étre trés
court (parfois en moins d'une minute). La CP permet la détection
postchromatographique par transformation chimique suivie d'un
chauffage plus ou moins prolongé.

Nous distinguerons le cas du mouvement de la phase mobile par
capillarité et le mouvement a flux forcé.
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CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

2.1 Géométrie de la couche de phase
stationnaire

La chromatographie sur papier spécial (matiére fibreuse ou
adsorbante) qui peut étre découpé avec des ciseaux a la dimension
voulue n’est plus guere utilisée de nos jours que dans quelques
cas particuliers comme la chromatographie des colorants.

En CCM, les plaques prétes a I'emploi sont disponibles chez de
nombreux fabricants. Elles sont constituées d'un support inerte
rigide ou souple (plaque de verre, feuille d’aluminium, de poly-
amide, etc.) sur lequel la phase stationnaire est déposée sous
forme d’une couche mince (épaisseur de 200 a 250 um).

Seules sont disponibles des couches de particules solides agglo-
mérées par un liant organique ou minéral qui sert également a
assurer I'adhésion sur le support inerte. Il n’existe pas de plaques
commerciales de phase stationnaire liquide déposée sur un sup-
port solide. Il appartient a I'utilisateur de les préparer le cas
échéant. Avec des plaques prétes a I’'emploi, on ne peut réaliser
que des chromatographies liquide/solide. Les dimensions habi-
tuelles de la surface de la couche sont:

10x5cm2(Lx€¢) 10x20cm2(Lx¢)
10 x 10cm? 20 x 20cm?

On appelle nanoplaques ou plagues HPTLC (High Performance
Thin Layer Chromatography) des plaques de 10 x 10 cm? ou
de 10 x 5 cm? dont le diametre des particules est beaucoup plus res-
treint que celui des particules qui garnissent les autres plaques
appelées plaques TLC.

Les supports chromatographiques en vrac peuvent étre utilisés
pour la fabrication artisanale de plaques par l'utilisateur. On trou-
vera dans des ouvrages spécialisés [1] [2] le protocole expérimen-
tal pour préparer les couches minces de phase stationnaire. La
reproductibilité est trés dépendante de I’habileté de I'expérimenta-
teur et ne peut étre comparée a celle des plaques prétes a I'emploi.
Cette opération est réservée a des cas particuliers, lorsque la sépa-
ration doit étre réalisée sur une phase stationnaire peu commune
qui n’est pas disponible sous forme de plaques prétes a I'emploi.

Ces derniéres peuvent étre utilisées pour la CP a flux forcé
moyennant une manipulation simple et rapide de préparation des
bords de plaque.

Dans le cas de CP a flux forcé avec des appareils non commer-
ciaux, des procédures de remplissage d'une colonne de section
parallélépipédique ont été décrites [3] [4]. Dans le cas des plaques
prétes a I'emploi, on constate que le compactage des particules est
bien réussi. Des mesures de perméabilité comparées avec celles
des colonnes CLHP ont montré que les valeurs sont tout a fait
comparables, c’'est-a-dire 1073 cm? (selon la loi de Darcy).

Un cas particulier est constitué par les baguettes Chromarods®
(appareillage latroscan™). La couche n’est pas disposée sur une
plaque mais sur la surface externe d'une baguette de 0,9 mm de
diametre et 152 mm de long. L'épaisseur de la couche est de 75 um.

2.2 Dépot de I'échantillon

Dans la CCM classique, la solution d'échantillon de substance a
analyser est déposée a l'aide d’un capillaire ou d'une seringue a
une petite distance (1 cm en général) de I'extrémité de la couche.
Le volume déposé est trés faible (1 a 5 uL) et il faut prendre garde
a ne pas détériorer la couche de phase stationnaire avec l'extré-
mité de la seringue ou du capillaire.
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CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

La tache (ou spot) ainsi obtenue doit étre aussi circulaire et petite
que possible. Le dépot idéal est de I'ordre de 0,5 a 5 uL en CCM,
de 50 a 500 nL en HPTLC (nanoplaques). Les volumes transférables
par de petits capillaires sont de 10 a 500 nL, ceux possibles avec
les seringues vont de 10 nL a 100 pL. L'emploi d’aiguilles capillaires
en silice fondue permet des dépdts d'un volume de 10 nL.

Le systeme Transport® est fondé sur I'évaporation des solutions
a déposer dans une microcuvette. Lorsque la tache est grande, on
constate une inhomogénéité du dépdt et un début de chromato-
graphie circulaire (figure 1). Pratiquement, il faut effectuer le dépot
en solution dans un solvant dont la force éluante est beaucoup
moins forte que celle du solvant de développement ; autrement dit
lorsque la phase stationnaire est polaire, le dépo6t doit étre effectué
dans le solvant le plus apolaire possible compatible avec la
solubilité.

Des appareils automatiques de dépo6t de I’échantillon ou applica-

teurs sont commercialement disponibles. Dans le Nanomat® de
Camag, des pipettes de longueur calibrée en alliage Pt-Ir sont
fixées verticalement dans I'appareillage et la pipette est abaissée
vers la couche de phase par action d'un aimant. L'impact et le
temps de contact peuvent étre commandés. Les volumes déposés
sont de 100 a 200 nL et la répétabilité du dépoét de I'ordre de 1%

(en masse). Avec le Linomat® (Camag), les dép6ts ont la forme de
traits paralléles au bord de la plaque. Une méthode de dépot par
pulvérisation est utilisée et un flux d'azote est employé dans ce
but.

Dans le cas de trés grandes séries, I'opération peut étre tota-
lement automatisée a I'aide d'un déposeur automatique d’échan-
tillons capable de déposer de 100 nL a plusieurs uL avec une
précision de 1 %.

Les dépdts en forme de traits peuvent étre obtenus par I'emploi
de plaques a zone de concentration (figure 2). Une couche de
kieselguhr est juxtaposée a la couche de phase stationnaire sur un
des coOtés de la plaque. Cette couche de kieselguhr n’ayant aucune
propriété de rétention, le soluté est entrainé par le solvant jusqu’a
la couche ou il se rassemble sous forme de traits. Des volumes trés
divers (0,5 a 500 uL) peuvent étre déposés a la seringue ou avec le
Linomat®.

Dans le cas d'une CP a flux forcé, le dépo6t de I'échantillon peut
étre réalisé de la méme fagon que précédemment ou au moyen
d’une seringue (ou d’'une vanne) de facon analogue a la CLHP
grace a linjecteur prévu a cet effet (figure 10). Les principales
caractéristiques concernant le dépot de I’échantillon sont regrou-
pées dans le tableau 1.

2.3 Développement des plaques

Dans une expérience de CCM type, la plaque est placée dans une
cuve a développement contenant le solvant (ou le mélange de sol-
vants) constituant la phase mobile.

2.3.1 Montée capillaire

La couche poreuse peut étre assimilée a une multitude de petits
capillaires interconnectés et le liquide monte sur la couche en
remplissant d’abord les capillaires les plus petits. On constate expé-
rimentalement que la relation entre la distance z; parcourue par le
front du solvant et le temps t est de la forme

zy = kt (1)
La vitesse du front du solvant est donc:

dz; k
Up= 47 = i—z—f (2)

La constante k est la constante de vitesse, elle a été explicitée et
s'écrit :

k=-2bBydp (y/n) cos 6 (3)

ou b estlaconstante de proportionnalité entre la vitesse d’avan-

cement du front du solvant dzg/dt et la vitesse locale de
phase mobile, b est en général de I'ordre de 0,8,

est la perméabilité de la couche,

le diameétre des particules du milieu poreux,

la tension superficielle du solvant de viscosité n,
est I'angle de mouillage.

La constante k dépend donc linéairement de d, (alors qu'elle
dépend de df, en CLHP); elle augmente ainsi avec la taille des
particules et est trés dépendante de la répartition granulométrique.
Le choix des solvants est également déterminé par le rapport y/n.

e e

La vitesse de montée du front du solvant est donnée par :

2bB,
nzsg

ug = (ycose—zfd BQ) (4)

P12

ou p est la masse volumique du solvant et g 'accélération de la
pesanteur.

Diméthyl-  Ether

Xyléne formamide diéthylique F Dichlor h
» - L ] -
. .. . i >
\__Heptane  Ethanol Teoluéne C i ' Acéto

Figure 1 - Microchromatographie de spots
déposés par des micropipettes de 1 pL sur une plaque HPTLC :
mélange de colorants lipophiles dans différents solvants (doc. Merck)

Tableau 1 - Dépot des échantillons : caractéristiques

Nature du solvant de dépot tographie lors du dépot.
Positionnement du dépot
par rapport au niveau

du solvant

1 cm pour plaque CCM
0,5 cm pour plaque HPTLC

Utilisation du solvant ayant la force éluante la plus faible vis-a-vis de I'éluant utilisé : évite 'amorce de chroma-

Cela conditionne la reproductibilité des rapports frontaux

Dépét en point: — 0,5 a 5 uL pour plaque CCM

Type de dépot

— 50 a 500 nL pour plaque HPTLC

Dépébt en trait étroit : pour toutes quantités et tous types de plaques

Analyse qualitative : un capillaire ou une microseringue.
Analyse quantitative : amélioration de la reproductibilité, de la précision et de I'automatisation.

Choix du mode de dépot
Echantillonneur

~ simple dépot (existe pour 8 plaques a la fois)

N~ dépots multiples automatiques avec une précision d’environ 1 % sur 5 nL

P1475-4
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CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

n'-Hexane | Tétrachlorure | Toluéne
[ de -
carbone

Chloroforme | Diisopropyl-
1 éther

Acétate
d'éthyle

partie superieure : dépdts des échantillons dans la zone de concentration et développement jusqu’au bord de la couche

partie mféneure : chromalogrammes obtenus dans les différents solvants.

Distance parcourue par le front de solvant z,= 70 mm.

Figure 2 - Chromatographie dans différents solvants d’une solution de sept colorants lipophiles a 0,1 % déposés sur une plaque de gel de silice

(Silicagel 60) avec zone de ration et dév

Il est clair que, si la phase stationnaire n’est pas mouillée par le
solvant, cos6=0 et il n'y a aucune montée capillaire. Dans de
nombreux cas, I'angle de mouillage est nul ; c’est vrai pour les sol-
vants organiques dans leur quasi-totalité, mais ce n’est plus vrai
dans le cas de solvants aqueux ou trés associés devant imprégner
une phase stationnaire hydrophobe. Le choix du solvant devient
alors plus restreint.

Par ailleurs, la vitesse du front du solvant est la seule observable
mais elle est différente de la vitesse de I'ensemble du solvant. Le
profil d’occupation de la couche n’est pas uniforme [5] du fait de la
montée plus rapide dans les petits capillaires. La région proche du
front du solvant n’est pas identique au reste de la plaque
imprégnée et il faut éviter que des solutés y migrent.

La détermination de la constante de vitesse s’effectue par
linéarisation :

2lg zs=Ilg k+Igt (5)

2.3.2 Influence de la phase gazeuse
sur la vitesse de montée capillaire

On constate que la loi quadratique (1) n’est pas souvent respec-
tée, en particulier lorsque la cuve de développement posséde des
dimensions beaucoup plus importantes que celles de la plaque.

Toute reproduction sans autorisation du Centre francais d’exploitation du droit de copie est strictement interdite.
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ppés dans une cuve sans saturation [47]

Cela est di au fait qu'une partie de la phase est en contact avec
I"'atmosphére de la cuve.

Lorsque le liquide monte par ascension capillaire, la surface de
la plaque est mouillée et un flux d’évaporation se produit perpen-
diculairement a la direction de la migration du solvant. Inversement,
la présence de solvant dans la cuve de développement entraine la
présence inévitable de vapeurs qui peuvent s’adsorber sur la couche
poreuse séche en remplissant I'espace intergranulaire ; le résultat
est une imprégnation préalable de la couche, une accélération de
la vitesse de montée du front du solvant. Les deux effets antagonistes
(évaporation et adsorption) sont souvent concomitants et la situation
classique est celle ol le solvant se vaporise derriere le front et
s'adsorbe sur la couche encore seche (figure 3). L'équation
générale [6] s’écrit :

V.2V
22 = kr[1+—f————‘i t} 6)
2eer (g,

expression dans laquelle V, est la vitesse d’adsorption des vapeurs
de solvant par unité de surface de la phase stationnaire ; V, est la
vitesse d’évaporation du solvant par unité de surface de plaque
humide et e est I'épaisseur de la couche.

er(0) est la porosité totale de la couche au temps t=0,
c’est-a-dire a l'instant de I'introduction de la plaque dans la cuve.
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Evaporation

Imprégnation—

Evaporation—

_____ Liquide

Figure 3 - Développement dans une cuve normale :
importance de la phase vapeur

Les allures de la courbe z= f(t) pour différentes situations sont
données sur la figure 4. Elles expriment clairement qu’'un phéno-
mene prépondérant (adsorption ou évaporation) peut affecter
énormément la vitesse de montée du front du solvant. En particu-
lier, I'adsorption préférentielle du solvant le plus volatil dans le cas
d’'un mélange de solvants conduit au remplissage des pores avec
un solvant différent de celui du développement, ce qui se traduit
par une modification de la composition de la phase mobile [7]. Un
moyen simple et pratique d’appréhender le phénomeéne prépondé-
rant est de mesurer la vitesse de montée du solvant et de porter
sur un graphe z2/t en fonction de t (figure 5).

Un bon solvant conduit évidemment a une droite paralléle a
I'axe des abscisses; une pente positive ou négative indique si
I'adsorption (qui augmente la vitesse) ou |'évaporation (qui la
réduit) est le phénomene prépondérant et il faudra donc y
remédier.

Conséquence pratique : il faut toujours mesurer le temps de
montée du solvant pour savoir si celui-ci est bien reproductible.

Il existe de nombreuses techniques en CCM pour pallier cet incon-
vénient. L'une d’elles consiste a tapisser les parois de la cuve de
papier filtre. Le solvant monte par capillarité et, au bout d'un certain
temps, I'atmosphére de la cuve est saturée en solvant. Il faut men-
tionner que l'introduction de la plaque déséquilibre le systéeme a
moins qu’un montage identique a celui préconisé par Lamotte ne
soit utilisé [8]. Lorsque I'on travaille en systéme non équilibré,
c’est-a-dire que la cuve contient la quantité de solvant nécessaire
et que la plague CCM est immédiatement mise en place, les données
de rétention observées sont différentes de celles obtenues en cuve
saturée avec des vapeurs de solvant [9]. L'influence de la vapeur de
solvant peut étre étudiée de fagon systématique avec une cuve Vario
KS® (Camag).

2.4 Meéthodes de développement
en chromatographie sur couche
mince

2.4.1 Développement linéaire

La grande majorité des analystes continue d’utiliser la montée
capillaire, systéme dans lequel la plaque CCM est disposée vertica-
lement dans une cuve adaptée aux dimensions des plaques. Pour
éviter I'influence néfaste des vapeurs de solvant, des cuves sand-
wich peuvent étre utilisées : une plaque de support inerte (verre ou
téle) est disposée a une petite distance de la couche de phase
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au point F,
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courbe VI & partir du point B V,=10-%5cm.s~'; V,=0

Figure 4 - Effets combinés de I'adsorption et de I'évaporation
(d'apres [6])

stationnaire (quelques millimétres). Les montées de solvant sont
trées reproductibles mais il faut prendre garde a la chaleur
d’adsorption de solvants volatils qui peut se traduire par la forma-
tion de gouttelettes.

Une chambre de développement automatisée a été proposée
dans laquelle un capteur optique a double faisceau est activé
lorsque le front du solvant coupe le faisceau déclenchant automa-
tiqguement la montée de la plaque et sa mise hors solvant [10].

Une autre fagcon de procéder a un développement linéaire consiste
a disposer la plague horizontalement ; le solvant arrive de deux cotés
opposés de la plague par une fente capillaire. Le processus de déve-
loppement s’arréte lorsque les deux fronts se rencontrent. L'avan-
tage de ce systeme est de permettre une occupation totale de la
couche d'adsorbant et de doubler le nombre d’échantillons que I'on
peut analyser.
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prépondérants

Les cuves de développement les plus communément utilisées en
CP sont présentées sur la figure 6.

Une variante du développement linéaire est constituée par le
développement multiple, dont la version la plus élaborée est le
développement multiple programmé (PMD). Dans ce mode, la
plaque disposée verticalement (ou inclinée a 45°) est développée
plusieurs fois et, entre chaque développement, le solvant est éva-
poré avant de recommencer |'opération.

Dans I'analyse a développements multiples (AMD) [11], le sys-
téme est complétement automatisé et I'évaporation du solvant est
effectuée sous azote.

La plaque est développée plusieurs fois, dans la méme direction,
en augmentant a chaque étape la distance de migration, la force
éluotrope du solvant diminuant conjointement au cours de I'ana-
lyse. Le principe de I’AMD est schématisé sur la figure 7.

2.4.2 Développement circulaire

Dans ce systéeme, la phase stationnaire est disposée horizonta-
lement, la phase mobile arrive au centre de la plaque et se distri-
bue uniformément par capillarité, ce qui produit une tache
circulaire qui s’agrandit si I'on continue I'alimentation en solvant.

Dans la chambre en U (Camag), la phase mobile est amenée sur
la phase stationnaire a l'aide d’une seringue actionnée par un
moteur pas a pas. Suivant le débit de sortie de solvant du capil-
laire, la taille de la gouttelette formée peut varier.

La valeur limite du débit peut étre atteinte lorsque la gouttelette
n’est plus maintenue par sa tension superficielle. Un systeme adé-
quat permet de faire circuler ou non les vapeurs de solvant, per-
mettant de travailler dans des conditions de saturation ou
d’insaturation (figure 8).

2.4.3 Développement anticirculaire

Dans ce procédé, le liquide vecteur se dirige de la périphérie vers
le centre de la plaque. Pratiquement, un canal trés étroit entoure la
plaque, il est rempli de liquide et le transfert sur la couche est réa-
lisé par capillarité. Dans ce systéme, la surface que doit mouiller la
phase mobile diminue a mesure que celle-ci avance. Ce systeme,
contrairement au précédent, permet une augmentation du nombre
de dépots sur la plaque et un passage plus aisé a la chromatogra-
phie préparative.
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1 cuve a développement a double bac

2 cuve & développement & fond plat

3 cuve a développement horizontal

Figure 6 - Différents types de cuves

2.4.4 Systéeme Soczewinski

Pour s’affranchir de la loi quadratique de développement et se
rapprocher des conditions de la chromatographie sur colonne sans
perdre la spécificité de la CCM, Soczewinski a imaginé un systéme
dans lequel la plague CCM est placée horizontalement dans un
récipient rectangulaire formant un U [12]. La phase stationnaire est
recouverte d'une plaque de verre dans laquelle sont percés deux
petits trous. Le liquide éluant est placé dans un petit réservoir et un
petit siphon capillaire réalise la jonction entre celui-ci et la couche.
Une fois le siphon amorcé, le liquide se répand sur la couche ; il est
égalisé par un distributeur et comme il ne peut aller vers le fond
du U, il avance dans la couche. La plaque de verre ne recouvrant
pas la totalité de la couche, le solvant peut étre évaporé au fur et
a mesure, ce qui permet d'assurer une vitesse linéaire du solvant
a peu prés constante. Le deuxiéme trou permet d’injecter les solu-
tés dans un systeme équilibré.

2.5 Systemes a flux forcé

L'opérateur cherche a s’affranchir de la capillarité et a se rendre
maitre de la vitesse de la phase mobile. Le but immédiat est le gain
de temps et le but ultime d’arriver a un systéme quasi colonne.

2.5.1 Utilisation de la force centrifuge

Cette idée n’est pas nouvelle, mais elle a fait sa réapparition
sous forme d’appareil élaboré et fiable Rotachrom®. Il en existe
plusieurs versions.

Dans le mode le plus simple utilisé en préparatif et dérivé d'un
appareil plus ancien (Chromatotron®), la plaque tourne autour
d’un pivot central dans une enceinte. L'arrivée de solvant n’est pas
effectuée au centre a cause du pivot mais a environ 1,5cm du
centre. L'enceinte n'est pas fermée et I'évaporation du solvant est
considérable. Pour les besoins analytiques, on utilise une micro-
chambre (MRPC : Microchamber Rotation Planar Chromatography)
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dans laquelle la plaque est solidarisée et I'ensemble est mis en
rotation. La chambre est fermée, la phase gazeuse au-dessus de la
phase stationnaire est réduite et son volume peut étre ajusté
suivant les besoins de I'utilisateur.

Il s’agit donc d'un systéme saturé. Tous les types de plaques
peuvent étre utilisés et une préparation adéquate de la plaque per-
met de fonctionner en mode anticirculaire et méme en mode
linéaire.

Dans l'ultramicrochambre (URPC), il n’y a plus d’espace pour la
vapeur de solvant car une plaque de caoutchouc est placée sous la
couche de phase stationnaire. La vitesse de la phase mobile peut
étre modifiée (figure 9).

La migration du solvant est fonction de la vitesse de rotation et
de l'alimentation de la phase stationnaire. La vitesse maximale
autorisée est définie par la quantité de liquide qui peut alimenter
la couche sans inonder la surface. A grande vitesse de rotation, la
migration du solvant suit une loi du premier degré en dévelop-
pement linéaire, mais reste a peu pres quadratique en dévelop-
pement circulaire.

2.5.2 Chromatographie sur couche mince
pressurisée OPLC

Le terme général OPLC (Overpressured Layer Chromatography)
est di a Tyihak et al. qui ont, les premiers, placé une plaque de
CCM dans une enceinte fermée sous pression [13]. La figure 10
montre le principe de fonctionnement d’un appareil commercial de
ce type. La plaque est introduite dans I'appareil aprés un traite-
ment convenable des bords de plaque et la phase stationnaire est
recouverte d'une membrane flexible. Le couvercle de |'appareil
refermé, une pression est appliquée sur la membrane. Dans le cas
de I'appareil Chrompres® (Labor-MIM), la pression est assurée par
pompage d'un volume d’eau ; la pression utilisée est de I'ordre de
1,2 a 2,5 MPa. La phase mobile est ensuite forcée a travers la phase
de la couche mince comme en CLHP. Lhomogénéité et la linéarité
de I"'écoulement du solvant sont assurées sur toute la largeur de la
plaque par une rigole de distribution perpendiculaire au sens de
migration. Le front du solvant avance a une vitesse qui est fonction
du débit de la pompe et qui est choisie par |I'opérateur.

La pression nécessaire pour garder constant le débit de phase
mobile croit avec la distance de migration. Si une pompe a débit
constant est utilisée pour un développement circulaire, la vitesse
de migration du front n’est pas constante, car la surface a impré-
gner augmente beaucoup plus dans la direction de la migration.

Lorsqu’un liquide est forcé de passer dans une couche poreuse
initialement seche, I'air déplacé par le liquide forme un second
front (front béta). Ce front peut présenter un aspect chaotique, car
il se produit des microbulles provenant de la dissolution de I'air
dans le liquide. La zone comprise entre le front du solvant (front
alpha) et le front béta doit étre évitée.
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L'emploi de pressions plus élevées (25 bar) permet I'utilisation de
plaques de microparticules. Le débit peut donc étre régulé de fagon
a obtenir une vitesse linéaire uniforme du liquide vecteur. Le
systeme permet de travailler de multiples facons : les échantillons
peuvent étre déposés sur la plaque séche, la plague positionnée
dans I'appareil, développée et la chromatographie arrétée lorsqu’on
le juge nécessaire. Il est aussi possible, aprés que le systéeme a été
équilibré, d'injecter les produits a analyser a I'aide d’une seringue
par l'injecteur prévu a cet effet, et d’éluer les produits ; une rigole
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placée a I'autre extrémité de la plaque permet de rassembler le sol-
vant et de I'acheminer vers un détecteur analogue a un détecteur
de CLHP et/ou un collecteur de fractions (ce qui évite tout grattage
de plaque et permet, entre autres, un couplage a la spectrométrie
de masse). L'appareil est donc propice a une détection en continu
ou en discontinu au gré de I'utilisateur [14].

Par ailleurs, un développement continu peut étre mis en ceuvre
pour obtenir une meilleure résolution lorsque I'éluant utilisé donne
de faibles valeurs du rapport frontal R¢(8 3.1) avec un bon pouvoir
de résolution pour les constituants de I’échantillon (R¢< 0,5). Ainsi,
les conditions opératoires utilisées en chromatographie liquide
peuvent étre transposées directement[15]. Seuls les paramétres
opératoires doivent étre optimisés [16] tels que le débit de I'éluant,
la distance virtuelle de séparation parcourue qui peut dépasser
20 cm, la température de développement.

Enfin, une nouvelle version de I'OPLC utilisant deux, trois (ou plus)
plagues chromatographiques au cours d'un seul développement a
été proposée par Tyihak et al. [17]. Cette technique dénommée Over-
pressured Multi Layer Chromatography (OPMLC) est trés attractive
en raison du nombre trés important d’échantillons (50 a 100 au
moins) qui peuvent étre séparés en une seule migration, la repro-
ductibilité des performances de résolution étant tout a fait identique
pour I'ensemble des plaques chromatographiques.

2.5.3 Autres systémes pressurisés

D’autres systemes ont été décrits dans la littérature. Aucun n’est
commercialisé a I'heure actuelle. Un appareil de dimensions beau-
coup plus restreintes que le précédent utilise I'air sous pression au
lieu de I'eau et a été prévu pour des arrivées orthogonales de liquide
vecteur [3]. De trés hautes pressions peuvent étre envisagées mais
I"appareil construit ne fonctionne qu’en mode circulaire [18]. Un
systéme linéaire dont la géométrie de colonne ressemble a celle
d’une colonne de fractionnement par champ de force a été décrit ;
la grande originalité réside dans la détection électrochimique [4].

3.1 Caractéristiques de rétention

Dans tout processus chromatographique, la phase mobile est
animée d’une vitesse u ; les substances a séparer sont retenues par
la phase stationnaire et cheminent a une vitesse inférieure a u.

En chromatographie en phase liquide sur colonne, le solvant
percole a travers la colonne et :

4Q
ndfeT

(7)

u =

expression dans laquelle Q est le débit affiché a la pompe, d, le
diametre interne de la colonne et &7 la porosité totale lorsque la
colonne est remplie.

On peut aussi écrire :

2
d,AP
nL
dans laquelle AP/L est le gradient de pression sur la colonne de

longueur L, d,, le diamétre des particules du milieu poreux, 1 la vis-
cosité du solvant et By la perméabilité de la couche.

u=B, 8)
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En CLHP, la vitesse de la phase mobile s’écrit :

u=L (9)
fy
et la vitesse d'une substance i a séparer :
u; = L (10)
tR,-

tg est le temps de rétention du composé inerte, c’est-a-dire le
soluté qui n'a pas d'affinité pour la phase stationnaire et tg, le
temps de rétention du composé |.

to doit étre défini pour un soluté donné dans le cas d'un milieu
poreux car la phase mobile peut se trouver a la fois dans I'espace
intragranulaire et dans I'espace intergranulaire au sein desquelles
les vitesses sont différentes. D’une facon pratique, on définit le
facteur de capacité :

gt

t (11)

En chromatographie planaire a flux forcé avec élution des
composés, les substances sont caractérisées par la valeur du fac-
teur de capacité. On prendra garde au fait que le facteur de capa-
cité d'un systéme CP identique a un systeme CLHP n’est pas le
méme, puisque :

’ VS
k' = KV— (12)

m

expression dans laquelle K est le coefficient de distribution du
soluté et V,/V,,, le rapport des volumes de phase stationnaire et
de phase mobile. Ce dernier n‘est pas forcément le méme dans
'un et l'autre cas puisque la géométrie du systéme n’est pas
identique.

En CCM classique, il n'y a pas élution, |'opérateur arréte le mou-
vement du solvant. Aprés un temps tg, le front du solvant a par-
couru la distance zs et la zone de soluté i la distance z;. On appelle
rapport frontal Ry la quantité z;/z.

Rf est donc un nombre sans dimension comme k’, mais il ne
peut étre caractéristique de la substance que si les parametres
expérimentaux sont bien maitrisés. Ry est compris entre 0 et 1 et
I'on utilise quelquefois hRy= 100 Rf, de méme que :

1-R;
Ry =lg P

Un calcul simple montre que :

1-R
k' = f
Rf

(13)

si le rapport des volumes des phases en CP et en CCM est
identique.

Un facteur £ (de I'ordre de 1,1 a 1,2) peut étre ajouté pour tenir
compte du non-respect de la loi quadratique de montée du
solvant :

1-R
¢ ")> (14)

Ry =g (éTf
En chromatographie circulaire, on écrit :

Recirc = «/Rflin

Cette relation n’est toutefois correcte que si le dépot de I'échan-
tillon est identique au point d’arrivée du solvant. Si r est la distance
entre les deux, on écrit :

Ricirc = ARpjin (1 +2r)+r2—r

P1475-10

Dans le cas du développement anticirculaire, on écrit :
— 2
Rflin =1-(1- Rfanticir)

Dans tous les cas, la substance est détectée et I'on considére que
la rétention de la substance est prise a la moyenne de la distribu-
tion. Dans une chromatographie bien conduite, la distribution du
soluté suit une loi de Poisson a trés faible disymétrie assimilable a
une loi gaussienne. L'enregistrement de la distribution est effectué
par le détecteur (8 5.3).

3.2 Efficacité

3.2.1 Hauteur équivalente a un plateau théorique

En chromatographie a flux forcé, I'équation de Van Deemter ou
I"équation de Knox qui donne une expression de la hauteur équiva-
lente a un plateau théorique est applicable :

H=A+—5—+Cu (15)

ou H estlahauteuréquivalente a un plateau théorique (ou HEPT),
H=L/N,
L estlalongueur de la colonne en cas d'élution
ou la longueur du développement,

N est le nombre de plateaux théoriques ou efficacité,

les termes A, B et C sont liés respectivement a la diffusion tour-
billonnaire, a la diffusion moléculaire et au transfert de masse. En
pratique, on peut utiliser, comme en CLHP, I'équation de Knox écrite
en nombres sans dimension sous la forme :

h= Av”3+€+Cv (16)

ou h est la hauteur réduite h= H/d,,,
v est la vitesse réduite v = udp/Dm,

D,, est le coefficient de diffusion du soluté dans la phase
mobile.

En CP a flux forcé, la HEPT est indépendante de la distance de
migration et I'efficacité la plus grande est obtenue avec des parti-
cules de granulométrie faible et de répartition trés serrée.

Etant donné la forme des équations (15) ou (16), il existe une
vitesse de phase mobile optimale qui correspond au minimum de
la courbe de HEPT. Il a été observé expérimentalement que la
valeur optimale décroit en fonction de la distance de migration et
ne devient constante que pour des distances de migration supé-
rieures a 25 cm, ce qui est rarement le cas en pratique. Des hau-
teurs de plateau de 8 um ont été observées, ce qui correspond a
environ 30 000 plateaux sur une distance de migration de 25 cm.
Cela est tout a fait comparable a ce qui est observé en CLHP. Le
probléme de l'injection du soluté devient crucial, mais il peut étre
maitrisé en utilisant la technique de compression de pic au moyen
d’un solvant plus éluant. Les principales caractéristiques de I'OPLC
sont rassemblées dans la figure 11.

En CCM classique, la vitesse du solvant n’est pas constante et la
longueur de la colonne non plus. Si la distribution du soluté obéit a
la loi de Gauss, on peut définir une hauteur locale H, de plateau
théorique :

do?
H, = — 17

€7 dz (7

ou do? estl'accroissement de la variance,
dz  estl’accroissement de la distance de migration.
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La hauteur de plateau moyenne est définie par:

z
H,dz
FI_J;U ¢ o?

Tz = (Z-z)R
fﬁ,dz o
£

ou zy est la distance entre le spot et le niveau du liquide.

(18)
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En considérant que la plaque chromatographique possede les
mémes propriétés qu'une colonne de CLHP, que les coefficients de
I'équation de Knox peuvent donc étre utilisés, que le profil de
concentration de la phase mobile est constant (ce qui exclut la
zone prés du front), on peut écrire :

_ f”LH{/dZ
H = ~—

Z, L*Zo (19)

ou L est la longueur du développement, analogue a la longueur de
la colonne en CLHP [19].

La hauteur de plateau en fonction de la distance de dévelop-
pement est donnée par I'équation de Guiochon [20] :

5/3 2/3 3
3 AdYCy1e 1237} Cyd’

B
H=—IL = . InL/z, (20
yd, L+ 51t 3 DB Tz T2D L7y "0
que I'on peut écrire sous la forme :
_ a 23 ,2/3 c
H_b(L+zo)+L_ZO (L z; )+(L—zo) InL/z, (21)
avec b= —E—
yd,
3
_3,950"
2" (2D, )13’
3
oo Cydp
2D,

y est un coefficient lié a la constante de vitesse k du solvant et
a ses propriétés physiques,

A, B et C sont analogues aux coefficients des équations (15)
et (16).

A est un coefficient de compacité tout a fait analogue a celui de
la CLHP et sa valeur est de I'ordre de 1 pour les plaques prétes a
I'emploi disponibles commercialement,

le terme de diffusion B s’écrit :
1- Rf)
R¢

B =2 [/lm D+ ;LSDSJ
ol Anetds sont les coefficients de tortuosité dans la phase
mobile et la phase stationnaire,

Dg est le coefficient de diffusion du soluté dans la phase
stationnaire. Les études effectuées ont montré que le
terme B était prépondérant lorsque des plaques de
petites particules sont utilisées,

C est un terme de transfert de masse dont la valeur est
analogue a celle observée en CLHP de 0,01 a 0,1.

3.2.2 Hauteur équivalente a un tableau théorique
en fonction de la longueur de développement

A partir de I'équation (20), on peut tracer les courbes H= f(L) en
se fixant un diamétre de particules, une valeur des coefficients de
diffusion, etc., comme il est présenté sur la figure 12.

La courbe H= f(L) tracée pour des particules de 30 um est
particulierement instructive, car elle montre que la meilleure effi-
cacité est atteinte pour une distance de développement de 10 cm.
Cela avait été constaté expérimentalement et, dans tous les manuels
faisant allusion aux plaques en usage a la fin des années 80, il était
indiqué que 10 cm était la distance de migration a utiliser. On
constate que plus la granulométrie des particules est faible, plus la
distance de migration fournissant la meilleure efficacité est petite.
Autrement dit : les plaques constituées de petites particules doivent
étre développées sur de trés courtes distances, les plaques de
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Figure 12 - Hauteur équivalente a un plateau théorique
en fonction de la distance de développement [20]

grosses particules doivent étre développées sur des distances plus
longues. On voit clairement que, toutes choses étant égales par
ailleurs, les plaques de particules plus grosses peuvent (dans
certains cas) étre plus efficaces que les plaques HPTLC (plaques de
petites particules). Il faut toutefois étre prudent car les courbes
H = f(L) font abstraction de la nature du détecteur qui peut étre capa-
ble tout aussi bien de restituer la séparation que de la déformer. De
méme, on considére que la variance due a l'injection ne dépasse
pas 10 % de la variance totale.

Le coefficient de diffusion étant le terme prépondérant, on voit
clairement a partir de ces courbes que les solutés de coefficient de
diffusion élevé sont mal séparés sur des couches de petites parti-
cules si I'on prolonge le développement. Par contre la situation est
beaucoup plus favorable lorsqu’on utilise des particules de
dp =20 um par exemple (figure 13). Il importe donc de choisir sol-
vant, diameétre de particules et longueur du développement a partir
de la nature des solutés a séparer.

3.2.3 Résolution et capacités en pics

Par définition, la résolution entre deux zones chromatogra-
phiques i et j de distribution gaussienne est donnée par [21]:

(Zj*Zi)

; + 0

Ry =2 (22)

ou zjetz; étant les distances de migration,
wjet w; les largeurs de pics a la base.
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Figure 13 - Résolution et capacités en pics [47]

Par définition z;= Ry; L.
Le nombre de plateaux pour une tache donnée s’exprime par :
RiL 16(z)?

N=— = 23
H (@2 (23)

en effet, pour une chromatographie quelconque, on a H= o?/L, et
la résolution s’écrit :

AR
g - N AR (24)

R¢j correspondant a la tache de plus grande mobilité.

Le nombre de plateaux étant proportionnel a Ry, il est pratique
de définir une efficacité N’ de la couche :

N=N’Rs

ou N’ est un coefficient de proportionnalité correspondant au
nombre de plateaux hypothétique observés avec un soluté non
retenu.

C’est la différence des coefficients de distribution K = C4/C,, du
soluté entre la phase mobile et la phase stationnaire qui assure la
séparation, donc :

K- K: _
i~ Ri_ AK _a-1 (25)
K; K; o

1 1

avec o facteur de sélectivité.

Si les deux taches ne sont pas trés éloignées (Ry; = Rr;= Ry), on
a:

AK AR; AR;
K; ~ Ri(1-R;) ~ (1-Rp R,

!

(26)
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La combinaison des équations (24) et (26) permet d'écrire :

R, = £A—K(1_R,,) 27)
ou RS=@A—I£((1—R,<)E (28)

La variation de R en fonction de Rf montre que la courbe passe
par un maximum pour R¢= 0,33 (figure 14).

Le nombre de plateaux nécessaires pour réaliser une séparation
est donnée par la relation de Purnell :

2
N -16R —% 1 (29)
min S(@-12(1-Ry)?

3.2.4 Sélection des conditions opératoires

Quel est le type de plaques (petites particules HPTLC ou parti-
cules plus grosses TLC) et la longueur du développement a utiliser
pour obtenir la séparation désirée ?

En CLHP (et donc en CP a flux forcé), le nombre de plateaux
nécessaires a la séparation peut étre calculé par I'équation de
Purnell (29) et Np,i, = L/H.

En CP ou CCM classique :

ReL

Nmin = “H

(30)

Si le terme C de I'équation de Knox (16) est négligeable, on peut
écrire en CP a flux forcé :

h=AV3+ Bjv
H=bL+al?3 (31)

si zy est négligeable devant L ; (cela n'est pas exact lors de déve-
loppements trés courts mais est toujours exact avec des plaques a
zone de concentration).

La longueur du développement et le diameétre des particules sont
déterminés par l'intersection de la courbe H=f(L) et de la droite
passant par l'origine, de pente R¢/N,,;,. Si cette derniére n'a
aucune intersection avec les courbes H = f(L), la séparation n’est
pas possible en CCM.

Exemple d’application : la séparation des chryséne, benzo (e)
pyrene, benzo (a) pyrene exige 180 plateaux pour que I'on obtienne
une résolution de 1 (Rfrespectifs : 0,30 ; 0,23 et 0,20).

Les plagues de d,=7pum développées sur 2cm seulement
conviendront a la separanon avec un solvant acétonitrile (y = 70 sur une
plague hydrophobe, coefficient de diffusion : D,,, = 5 x 107® cm%/s)

AR,

0,40+

0,20+

0 0.5

e

R

f

Figure 14 - Variation de la résolution entre deux composés
en fonction de la rétention du composé le plus retenu
dans le cas ou Rf = Ry,

CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

La résolution en CP a flux forcé est définie comme précédem-
ment. Etant donné que I'on peut considérer N comme constant,
I"équation de Purnell est applicable :

_JN (a-1) kj
RS_T o T+k (32)

k]’- étant alors le facteur de capacité du soluté le plus retenu.

La capacité en pics est le nombre maximal de composants d'un
mélange pouvant étre séparés avec une résolution de 1, en
comptant les pics a partir du composé non retenu. La capacité en
pics excéde les besoins de I'analyste dans les colonnes a trés haute
résolution, mais il nen est pas de méme en CP du fait des dimen-
sions limitées de la plaque.

Si dn est le nombre de pics sur la distance dz et 40 = w la largeur
du pic gaussien, on a:

dz
dn = — (33)
40

Guiochon [20] a tenu compte de la variation du nombre de pla-
teaux avec la longueur du développement. Sachant que la variance
observée o“ peut s'écrire :

2
0% = oj,;+zH (34)

somme de la variance due a I'injection 0' . et de celle due au pro-
cessus chromatographique, la distance entre deux spots successifs
p et p+1séparés avec une résolution de 1 est égale a 40, diametre
du spot p:
n n+1
Y 4o,<L-z=< Y 40, (35)
p=0
Le tableau 2 donne le résultat de ce calcul pour quelques lon-
gueurs de développement.
Une autre fagon d’évaluer la capacité en pics est d'utiliser le
nombre de séparation ng dont I'expression est donnée par :

ng=1g (bg/b1) [Igl(L = bq + bg)/(L + by — by)1] (36)

bg et by sont les largeurs des spots (pris a mi-hauteur sur le chro-
matogramme) de Ry=0 et Rf= 1 obtenus par extrapolation & partir
de valeurs intermédiaires. Le nombre de séparation obtenu par ce
calcul est supérieur a la capacité réelle en pics.

3.2.5 Développement bidimensionnel
suivant deux directions perpendiculaires

C’est une caractéristique tout a fait unique de la chromatographie
planaire. Lorsqu’une migration a été réalisée et que I'échantillon de
départ a été déposé a I'un des coins, le solvant peut étre évaporé
et la plaque placée dans une autre cuve contenant un solvant dif-
férent. Les solutés séparés dans le premier développement
constituent autant de spots d’injection et les constituants non résolus
par le premier solvant de développement peuvent étre séparés par
le second.

Tableau 2 - Calcul de la capacité en pics

L-zy(cm)
dp (um)
2 5 10
5 16 20 21
10 13 19 24
20 9 14 19
avec y=120

Dpy=5x10"5cm?/s
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Il est clair que les deux systémes chromatographiques doivent
étre aussi différents que possible, sinon les solutés se distribuent
suivant une diagonale. Si n, est la capacité en pics obtenue lors du
premier développement, n, la capacité en pics obtenue lors du
deuxiéeme développement, la capacité en pics observée doit en
principe étre :

2[7 =nNqNy
ce qui surpasse de loin toutes les possibilités de colonnes de chro-
matographie gazeuse ou de colonnes de chromatographie liquide
mises en série. En fait 2n est inférieur au produit nq ny pour deux
raisons.

Lors du deuxieme développement, le spot (qui a été chromato-
graphié avec le premier solvant) posséde une largeur caractérisée
par o qui est supérieure a |'écart-type d'injection de départ oj,;.

Il s’ensuit que la capacité en spot dans le deuxiéme développement
est inférieure a n2. Avec des plagues de petites particules, le pro-
cessus diffusionnel est majoritaire, alors :

2
211 Dm'l L1

%, (37)

2 2 2
o7 = cr,-,,,-+2&1 Dt = Oinjt

Dans cette équation, D,,; est le coefficient de diffusion dans la
phase mobile, Ly la longueur du premier développement réalisé
dans le temps t; avec une constante de vitesse kq et A, le coef-
ficient de tortuosité.

Par ailleurs, durant le deuxieme développement, les taches aug-
mentent aussi en largeur et elles doivent donc étre séparées avec
une résolution supérieure a I'unité au début du second développe-
ment, pour que la résolution unité soit observée a la fin. Une partie
de la résolution observée durant le premier développement est per-
due dans le second. En tenant compte de tous ces facteurs, on écrit :

22,D,, L
c% = 0',?,”-+ Req Ly H+ Z2m2 2 kmz 2 (38)
2
2
et 2, _ L - 5 dp 5 (39)
Dm‘l sz 321[ m1 mZJ
—_
4 2/1[___1(1 + }Lz ot

Le tableau 3 donne quelques valeurs de 2n en fonction de la
longueur de développement et du diametre des particules.

Tableau 3 - Valeurs de 2n en fonction de la longueur
de développement L et du diamétre des particules d|,

dp (um)
L (cm)
5 7 10
2 144 144 110
3 196 196 169
5 225 256 240
7 256 289 289

En CP a flux forcé, le probléeme majeur est I'élimination du sol-
vant de premier développement. Un rétrobalayage par de I’'hélium
peut étre utilisé, mais cette solution n’est pas satisfaisante.
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4.1 Généralités

Les molécules de soluté sont considérées comme immobiles
lorsqu’elles sont dans la phase stationnaire, et en mouvement a la
vitesse de la phase mobile lorsqu’elles sont dissoutes dans celle-ci.

Toutefois, la fixation sur la phase stationnaire (adsorption ou
sorption) se réalise sans que la molécule de soluté perde son iden-
tité. Il y a formation d’une liaison faible. L'expression générale de
I'équation différentielle de la chromatographie est :

8C, udC, 8C, 82C,

St Tz TEht 5.z 0 “0)

ou z estl'abscisse de la zone de produit,

C est la concentration du soluté a l'instant t dans la phase
mobile C, et dans la phase stationnaire Cg,

u estlavitesse de la phase mobile,

1-¢r L.
e €T est la porosité totale,
T

E =

e est le coefficient de dispersion qui est souvent assimilé au
coefficient de diffusion D ; c’est le cas en particulier dans la
phase stationnaire ou I'on écrit :

8C, D 82C, (a1)
St T %22

Il est donc capital de connaitre le coefficient de distribution du
soluté entre les deux phases :

En chromatographie liquide/solide, la courbe C5en fonction de C,,
s'appelle une isotherme. Celle-ci peut avoir trois allures possibles :
linéaire, convexe ou concave. Dans ces deux derniers cas, il existe
toujours une partie linéaire aux faibles concentrations.

La figure 15 donne l'allure de la distribution du soluté dans les
phases suivant I'allure de I'isotherme. On en déduit deux
conséquences pratiques : suivant I'allure des isothermes, une dimi-
nution (ou une augmentation) de la rétention en fonction de la quan-
tité de substance injectée est observée. De la forme des courbes peut
étre déduite I'évolution de la forme de la tache au cours du
développement : a une isotherme concave correspond une tache a
téte floue, a une isotherme convexe une tache suivie de trainées.

4.2 Chromatographie d’adsorption
sur gel de silice

Un gel de silice est un agrégat de microparticules dont la surface
est recouverte de groupements silanols (figure 16).
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— courbe I isotherme linéaire idéale
— courbe II isotherme concave

— courbe III isotherme convexe

allure de I'isotherme C, = f(C,,)

IATA:
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Figure 15 - Allure de la distribution du soluté dans les phases
suivant I'allure de I'isotherme [48]
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Si A~~~ Si e §i o~~~ Si

Figure 16 - Structure d'un gel de silice
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Le gel de silice, comme tout adsorbant, est caractérisé par :

— la granulométrie, c’est-a-dire le diamétre moyen des particules:
il existe des particules de toutes les tailles a partir de 3 um ; les dia-
metres de particules les plus utilisés en CP sont a I'heure actuelle
5 um (plaques HPTLC) et 11 um (plaques TLC) ; plus la répartition
granulométrique est étroite, meilleure est la compacité de la couche
et meilleures sont les proprletes chromatographlques

— la surface massique exprimée en m /g plus celle-ci est
élevée, plus la rétention est grande ;

— le diameétre des pores exprimé en angstroms : en général, les
gels de silice de CP sont des Si 60 ou Si 100 (c’est-a-dire 60 A ou
100 A) ; il existe toutefois d’autres diametres de pores dans les
catalogues des manufacturiers (jusqu’a 50 000 A) ;

— la morphologie, c’est-a-dire la forme des particules : sphé-
riques ou irréguliéres ; ces derniéres sont les plus utilisées ;

— la nature hydroxylée de la surface qui rend le gel de silice
hygroscopique et permet a I'eau de se fixer (figure 17). La premiére
couche d’eau se fixe par chimisorption et est souvent difficile a enle-
ver, la deuxiéme couche d’eau est complétement éliminée par chauf-
fage a I'étuve pendant une nuit 4 110 °C, la derniére couche d’eau
provient de I'humidité ambiante. Suivant la teneur en eau de I'adsor-
bant, celui-ci est plus ou moins « actif ». Il n’existe pas comme en
CLHP de méthode de contrdle de I'activité. La méthode la plus utilisée
consiste a travailler en atmosphére a humidité controlée et a vérifier
le temps de montée de la phase mobile. Un chauffage prolongé a
des températures supérieures a 150 °C altére la nature de |'adsor-
bant, car deux silanols opposés dans un pore étroit peuvent réagir
suivant :

> 160°C
= e S — ) — §j A

A~ Si—0OH + HO—Si

siloxane

En CP a flux forcé, les procédures connues de contrdle de I'humi-
dité du support par percolation d’'un mélange de solvant sec et de
solvant humide en proportions déterminées peuvent étre mises en
ceuvre.

L'adsorption sur gel de silice est réalisée par interaction de type
accepteur-donneur. Suivant la force et le nombre de liaisons hydro-
gene possibles entre le soluté et le solide, la rétention est plus ou
moins forte. Le nombre de liaisons hydrogéne est évidemment
fonction de la surface de I'adsorbant et des possibilités du soluté.

L'ordre d’adsorption des groupements fonctionnels est le
suivant :
meéthyl < fluoro < chloro < nitro <aldéhyde
<acétyle < hydroxy < cétone <amino < carboxyle

Pour que la molécule de soluté ait un rapport frontal non nul, il
faut qu’elle soit entrainée par la phase mobile. Snyder a développé
la théorie du déplacement :

(X)p+n(M)g = (X)g+n(M),,

Une molécule X de soluté dans le solvant doit déplacer n molé-
cules M de solvant préalablement adsorbées. L'équation générale
de la mobilité décrite par Snyder est :

m

v,w .
Ry=Ilgk’ =Ig v +B(5°-¢°Ay) +Zint. sec (42)

avec Ag surface occupée sur |'adsorbant par une molécule de
solvant,

S° grandeur sans dimension directement liée a I'enthalpie
d’adsorption du soluté,

V, volume de la couche monomoléculaire de solvant
adsorbé,
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volume total de la phase mobile,
masse de I'adsorbant,
activité de I'adsorbant définie de fagcon empirique,

énergie d'adsorption des molécules de solvant par unité
de surface d’adsorbant,

mou §3<

™M

int. sec. interactions secondaires, en particulier au sein
de la phase mobile.

Il est donc évident qu'un solvant convenable doit pouvoir
déplacer les solutés en ayant une affinité marquée pour la phase
adsorbante. La mesure de cette affinité est donnée par £° qui est
appelé la force éluante du solvant. On a classé les solvants suivant
£° croissant en prenant pour base I'hexane dont la force éluante
est arbitrairement fixée a 0 (pour la silice et pour I'alumine).

Le classement par £° croissants est appelé série éluotrope. Ainsi,
la stratégie de sélection d'un solvant est fondée sur cette série
éluotrope dans laquelle Snyder a classé plus de quatre-vingts sol-
vants dans huit groupes selon leurs propriétés d'accepteur de pro-
tons, de donneur de protons et leurs interactions dipolaires [22]. A
partir de ces huit groupes, vingt-sept solvants (tableau 4) habituel-
lement utilisés en chromatographie planaire ont été retenus par
Nyiredy et al. [23] pour définir le systéeme d'optimisation de phase
mobile PRISMA.

Tableau 4 - Solvants utilisés pour I'optimisation
en chromatographie planaire
classés selon leur force éluotrope

Groupe Solvant

Force éluotrope €°

n-hexane

0

Base

n-butyléther
éther de diisopropyle
méthyl-tert-butyléther
diéthyléther

II n-butanol
2-propanol
1-propanol
éthanol
méthanol

I tétrahydrofuranne
pyridine
méthoxyéthanol
diméthylformamide

v acide acétique

formamide

dichlorométhane
1,1-dichloroéthane

VI acétate d'éthyle
méthyléthylcétone
dioxanne

acétone

acétonitrile

No WD 0huUR Uh o Puiwo Lwowwo wNhL o

VI toluéene

benzéne

VIIL chloroforme

eau

O DN OORRD WW OO O0IOR GRRWW NDNONN

=y

L'adsorption d'un soluté peut étre considérée en premiére
approximation comme la somme des contributions de chaque
groupement constituant la molécule :

s’=x07

ou Of’ est I'adsorption d'un groupement donné (nitro, hydroxy,
chloro, etc.).
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Figure 17 - Nature hydroxylée de la surface :
température d’élimination des différentes couches d’eau

La régle d’additivité de Martin indique que, dans un systéme donné
de deux phases, I'introduction d’un groupement idans une molécule
change la valeur de Ry, d’une valeur constante dépendant de la
nature et de la configuration stérique du groupement introduit mais
pas du reste de la molécule.

Exemple : l'incrément d'adsorption de: OGOG

est de un noyau aromatique (ou 6 électrons m par rapport a
I'anthracéne ; si I'on connait les Ry, du naphtaléne et de I'anthracéne,
on peut calculer ARy, et par suite I'adsorption du tétracéne, molécule
qui a la méme conformation.

Note : lorsque le pourcentage d’eau adsorbée sur le gel de silice devient trés important
ou lorsqu’une phase mobile aqueuse est utilisée, la théorie de I'adsorption n’est plus
valable car le soluté ne peut plus accéder aux silanols. Il faut considérer que le soluté se
partage entre deux liquides : une phase circulante et une phase stagnante.

4.3 Chromatographie d’adsorption
sur alumine

L'alumine Al,03 est également un adsorbant inorganique polaire
hygroscopique. Il existe des alumines neutres, acides ou basiques
suivant le pH de la suspension dans I'eau. La sélectivité de I'alumine
vis-a-vis des grandes fonctions chimiques est assez semblable a celle
de la silice, mais l'interaction avec le soluté s’effectue suivant un
mécanisme acide-base de Lewis, ce qui amene des sélectivités tout
a fait particuliéres.

Exemple : 'anthracene et le phénanthréne sont séparés avec un
facteur de sélectivité de 7,4 alors qu'il n'est que de 1,6 sur gel de silice.

Toutefois I'emploi de I'alumine a beaucoup décliné.

4.4 Chromatographie
sur cellulose et dérivés

La cellulose pour chromatographie planaire n’est utilisée qu’en
CCM. La cellulose amorphe peut retenir I'eau tandis que la cellu-
lose cristalline ne le peut pas. On suppose que I'eau retenue forme
un gel et la rétention des solutés est déterminée par la possibilité
de pénétrer dans le gel. Les plaques de cellulose sont utilisées
dans I'analyse de substances trés polaires (sucres, acides, phos-
phates). La cellulose microcristalline est capable de séparer des
énantiomeres.
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4.5 Chromatographie sur polyamide

Ce support se comporte de fagon différente suivant le solvant
avec lequel il est en contact. Avec des solvants apolaires, il y a
rétention par adsorption. Avec les solvants aqueux ou hydroorga-
niques, le mécanisme de rétention est celui d'un partage entre
deux solvants.

Le tableau 5 regroupe les principes de rétention et domaines
d’application des phases polaires.

Tableau 5 — Phases polaires non greffées

Principe . , s e
Type de phase de rétention (1) Domaine d’application
. Adsorption Séparation des substances
Gel de silice 60 A Partage acides ou basiques
’ . Adsorption Séparation de composés
Gel d"alumine Partage basiques
Terre siliceuse : . :
de diatomées Agi?{ftfn Sglpaé?rr:;lon de substances
(kieselghur) 9 p
Séparation de molécules
Cellulose Partage polaires (sucres, acides

aminés)

Diéthylaminoéthyl-
cellulose

Séparation de métabo-

Echange d'ions lites, catécholamines

Cellulose
imprégnée de
polyéthyléneimine

' ~ Séparation d’anions inor-
Echange d’ions ganiques [24]
Séparation de phénols,

Polyamide 6 ou 11 flavonoides

Partage

(1) Le principe de rétention majoritaire apparait en gras.

4.6 Chromatographie
sur silice greffée apolaire

Ces supports résultent de la modification chimique de la surface
du gel de silice par réaction avec un chloro ou un alcoxysilane
(tableau 6). Le processus de greffage est absolument identique a
celui décrit dans I'article Chromatographie en phase liquide Théorie
et méthodes de séparation [P 1 455]et ce sont les mémes particules
qui sont employées sur les plaques a polarité de phase inversée pré-
tes a I'emploi, dites RP (reverse phase) ; on trouve donc des plaques
RP2, RP8, RP18 et aussi des plaques C12. Sur ces supports hydro-
phobes, les molécules trés polaires et trés hydrophiles sont peu ou
pas retenues. Le développement (ou I'élution dans le cas de la CP
a flux forcé) est assuré par un mélange eau-solvant organique. Les
mélanges binaires eau-méthanol ou eau-acétonitrile sont les plus
employés en CCM. Par contre, les solvants ternaires ou quaternaires
(du type eau-méthanol-acétonitrile-tétrahydrofuranne) ne sont
employés qu’en CP a flux forcé.

Les grandes lignes de la rétention constatées en CLHP (linéarité
de Ig k” en fonction du nombre d’atomes de carbone dans une
série homologue, linéarité de Ig k” en fonction du pourcentage
volumique d’eau sur une gamme d’environ 50 %) sont observées
en CCM et en CP a flux forcé. Toutefois, la phase stationnaire n’est
pas mouillable et cos 6 tend vers 0 lorsque le pourcentage d’eau
dans la phase mobile augmente.

Pour pallier cet inconvénient, il existe des plaques résistant a
I'eau dites WF dans lesquelles la modification de la surface du gel
de silice a été controlée de fagcon a assurer une mouillabilité
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Tableau 6 - Phases greffées peu polaires
ou apolaires

Domaine
d’application

Principe
Type de phase de rétention
Cellulose acétylée
a 10, 20, 30, 40 %

Silices greffées substances apolaires :
— gel de silice 60 A acides gras, graisses,
silanisé produits aromatiques
et polycycliques
substances polaires
avec utilisation de
I"'appariement d’ions

Partage peu employée

— alkyle Partage
(C2, Cs, C13)

— diphényle

compléte quel que soit le solvant utilisé. Sur les plaques RP WF, la
rétention est différente de celle observée avec les plaques RP. Dans
le cas de la CP a flux forcé avec élution, les données de rétention
ne sont stables qu’une fois le systéme parfaitement équilibré ; cela
peut demander plusieurs dizaines de minutes.

Les avantages de la chromatographie planaire a polarité de
phase inversée sont :

— I'élargissement du domaine de la CP aux substances polaires
et apolaires ;

— l'existence d’une relation linéaire entre la force éluotrope et le
rapport frontal dans de trés larges proportions, ce qui n'est pas le
cas avec la silice.

Les inconvénients sont I'absence de compatibilité avec des sol-
vants trop aqueux en raison :

— de la présence de liants sensibles a une proportion d’eau
importante ;

— du caractére trés hydrophobe des phases C,, Cg, Cqg, qui est
a l'origine d’'une augmentation considérable de la durée de déve-
loppement, ce qui en limite son emploi.

4.7 Chromatographie
sur phases greffées polaires

Trois types de phases greffées sont utilisés de fagon courante :
les phases amino, cyano et diol (tableau 7). La aussi, les supports
sont absolument identiques a ceux de la CLHP. Il s’agit d’adsorbants
polaires qui se rapprochent du gel de silice mais sont beaucoup
moins rétentifs du fait de la partie alkyle et de la délocalisation de
I'adsorption. La migration des solvants est rapide et ces plaques ne
sont pas sensibles a I'humidité comme les supports inorganiques
polaires. Les phases de ce type peuvent étre employées soit avec
des phases mobiles analogues a celles utilisées avec la silice mais
de force éluante plus faible, soit avec des solvants aqueux car elles
sont parfaitement mouillables. La phase amino posséde des pro-
priétés échangeuses d’'ions.

Ces phases ont été mises en ceuvre pour la séparation d'acides
carboxyliques, de phénols, de bases puriques et pyrimidiques, de
nucléotides et d'acides sulfoniques ; ainsi la séparation sur 5 cm de
I"'adénosine triphosphate, I'adénosine diphosphate, le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate, I'adénosine monophosphate et le
nicotinamide adénine dinucléotide cyclique a été réalisée en
utilisant une solution 0,2 M de NaCl dans un mélange éthanol-eau
(30-70, v/v) comme éluant [25] ou encore la séparation de traces de
glucose et de fructose sur 8 cm avec un mélange acétonitrile-eau
(70-30, v/v) comme éluant [26]. Les phases cyano se sont révélées
particulierement efficaces pour séparer les amides et les
stéroides [27].
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Tableau 7 - Phases greffées polaires

Domaine
d’application

- . Principe
Silices greffées de rétention
Anions (phénols,
, Adsorption nucléotides, acides
Echange d'ions | sulfoniques, acides
carboxyliques)

Aminopropyle

Partage
solvant aqueux | Amides
Adsorption
solvant organique Composés polaires

Cyanopropyle

Glycéropropyle

(silice diol) Adsorption

Composés peu polaires

4.8 Chromatographie d’échange d’ions
et d'appariement d'ions

Bien que le gel de silice soit un échangeur de cations faible, on
ne l'utilise pas en tant qu’échangeur d’ions. La silice greffée amino
est un échangeur d’anions faible mais suffisant; Si—O—Si—
(CH5)3—NH, en milieu faiblement acide (pH4) est protoné et donne

Si—R— NH; . Cette propriété a été utilisée pour séparer des phos-

phates. L'affinité d'un soluté pour un échangeur d’ions est propor-
tionnelle a sa charge. Pour qu’'une chromatographie d’échange
d’ions ait lieu, il faut que le soluté soit ionisé ; cela implique, dans
la quasi-totalité des cas, I'emploi d’une solution aqueuse. Suivant
le support employé, le mécanisme devient complexe, car il faut
tenir compte des interactions hydrophobes possibles. La
polyéthyléneimine (PEI) et la diéthylaminocellulose (DEAC) sont

des échangeurs d'anions. Les plaques Fixion® sont constituées de
résines de type polystyréne/divinylbenzéne sous forme de sulfo-
nate ou d'ammonium quaternaire.

Les agents d’appariement d’ions les plus courants sont les sul-
fates ou sulfonates d'une part, les ammoniums quaternaires de
"autre [28].

En CCM, le principal probleme réside dans I'imprégnation de la
phase stationnaire. En effet, ces agents d’appariement d’ions sont
solubles dans l'eau et sont dissous dans une phase mobile
hydroorganique ; cela implique automatiquement I'emploi d'une
phase stationnaire greffée apolaire de type RP. Du fait de leur partie
apolaire, les agents d’appariement sont retenus et I'imprégnation
homogene de la plaque est quelquefois trés longue. De nombreuses
applications sont amenées a voir le jour, notamment en analyse
médicale pour la séparation d’anions organiques. Un exemple récent
des performances de la méthode a ainsi été présenté par Kovacs-
Halady et al. pour la séparation de dérivés aminés de l'acide
salicylique [29].

En CP a flux forcé, le probleme est identique a celui de la CLHP et
I"équilibre est long a atteindre. Des séparations fort intéressantes
sont possibles, Szepesi et al. en ont défini les principales caractéris-
tiques d’utilisation [30].

4.9 Séparation d’énantiomeéres

La cellulose et ses dérivés, en particulier le triacétate de cellu-
lose, permettent d’obtenir de surprenantes sélectivités. Bien que ce
soit la séparation d’antipodes optiques sur feuille de papier qui ait
conduit Dalgliesh a postuler le mécanisme de reconnaissance chi-
rale par interaction « trois points », le mécanisme de la séparation
de composés chiraux sur cellulose reste assez mal connu.
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Les cyclodextrines sont des molécules énantiosélectives qui pos-
sédent une structure en forme de tronc de cone dont le bord est
constitué d’unités glycosidiques pouvant former des liaisons
hydrogéne. Deux possibilités sont offertes a I'utilisateur : employer
des plaques de silice greffée cyclodextrine ou ajouter la cyclodex-
trine au solvant de maniére analogue a ce qui se pratique en appa-
riement d’'ions.

Les sélecteurs chiraux de Pirkle [31] peuvent agir par interaction
n— 7. lls ne sont pas encore tres employés en CP. La séparation des
deux énantiomeres d'un alcool aromatique a été réalisée au moyen
d’un accepteur n: la (R) N-(3,5-dinitrobenzoyl) phénylglycine ioni-
quement liée a une silice greffée amino [32].

Outre les cyclodextrines, le principe le plus employé en CP est
I'’échange de ligands. La séparation des énantioméres est réalisée
par formation d'un complexe du cuivre avec l'entité sélecteur
chiralénantiomere (figure 18). La différence de constante de stabi-
lité permet la séparation.

Exemple : un dérivé de I'hydroxyproline est utilisé comme sélec-
teur chiral et forme un complexe avec le cuivre. Celui-ci est adsorbé sur
une couche de gel de silice greffé alkyle ou greffé par I'intermédiaire
d'une silice amino. Un des énantioméres de I'acide aminé a séparer est
adsorbé préférentiellement. Les sélectivités obtenues sont tres
grandes.

Les principes de rétention des principales phases utilisées de
nos jours sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8 — Phases chirales

Phase Principe de rétention

Gel de silice greffée (RP 18) impré-
gnée avec un sélecteur chiral et des
ions cuivriques (existe aussi avec
silices aminées).

Echange de ligands

Silice imprégnée de cyclodextrines | Cavités a spécificité chirale

Cellulose modifiée (enchainement

B-D-glucose) non commercialisée Cavités a spécificité chirale

Le nombre d'applications ne cesse de croitre : si les aminoacides
ont été les premiers éprouvés par cette technique [34], de
nombreuses substances pharmacologiquement actives ont fait
I'objet de travaux [35], compte tenu de I'importance que revét la
chiralité pour ce type de substances.

Ces phases stationnaires chirales, outre leur co(t élevé, présentent
I'inconvénient de ne pas étre universellement adaptées a la sépa-
ration de tous les énatioméres. C’est ainsi que I'utilisation de réactifs
chiraux dans la phase mobile a été envisagée comme cela est déja
le cas en CLHP. Nishi et al. ont étudié I'applicabilité d’un nouveau
réactif chiral, le chlorure de I'acide (L)-1 (2-naphtylsulfonyl) pyrro-
lidine 2-carboxylique a la séparation en phase normale (CCM et
CLHP) d’énantioméres d’aminoacides [36].

4.10 Nature chimique des liants

Des liants de différentes natures sont utilisés pour fixer la couche
d’adsorbant sur la plaque chromatographique en CCM classique et
haute performance (HPTLC). Les qualités requises pour qu’un liant
puisse étre au mieux compatible avec le procédé chromatographique
sont :

— la résistance aux réactifs usuels de la chromatographie
planaire ;

— une relative inertie.
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Figure 18 - Formation d’un complexe entre le cuivre,
un ami ide et un sélect chiral [49]

Une partie des liants autrefois utilisés (tels que agar-agar, ami-
don, alcool polyvinylique, acétate polyvinylique) pouvaient étre
attaqués par des réactifs agressifs et étaient partiellement dissous
dans des systémes chromatographiques contenant de l'eau en
grande quantité ; pour ces raisons, leur utilisation est aujourd’hui
abandonnée. lls ont laissé la place a des liants polymériques
inertes organiques ou inorganiques qui présentent |’avantage
d’étre parfaitement stables vis-a-vis des systémes aqueux et des
solvants organiques et partiellement résistants aux différents réac-
tifs chimiques. Les plus utilisés sont :

— des polymeéres, a haut degré de polymérisation, d’acide acry-
lique ou d'acide méthacrylique ou de leurs sels ;

— des copolymeéres d’éthyléne et d’acide maléique ou de leurs
sels ;

— des polyacrylamides et/ou polyméthacrylamides et leurs
dérivés ;

— des silicates.

Bien que présentant des caractéristiques de résistance bien
meilleures que les premiers, ils ne sont cependant pas sans pré-
senter quelques inconvénients :

— des réactifs trés agressifs (tels que I'acide sulfurique) peuvent
les attaquer (plus particulierement a haute température) ;

— ils réagissent avec des réactifs de dérivation d'usage courant
(tels que la ninhydrine) entrainant des interférences non négli-
geables lors d'une évaluation quantitative.

Ces deux principaux désavantages font que les plaques idéales
seraient dépourvues de liant. Une telle tentative a été entreprise
avec les plaques Empore® (3M) qui se présentent sous forme de
feuilles, sans support de verre ou d’aluminium et sans liant. Elles
se composent d’une couche adsorbante (90 + 2 %, m/m) emprison-
née dans une trame de poly (tétrafluoroéthyléne). Des progres
technologiques sont encore nécessaires pour qu’elles puissent
prétendre a des caractéristiques de rétention identiques aux
plaques avec liant du commerce [33] mais une seconde génération
de plaques souples a déja vu le jour et il est facile d'imaginer que,
trés bient6t les caractéristiques analytiques de ces plaques soient
équivalentes a celles des plaques rigides classiques.
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4.11 Autochromatographie
d’un mélange de solvants. Démixion

L'utilisation d’un solvant unique ne permet pas toujours d’ajuster
les rapports frontaux dans la zone désirée. La force éluante d'un
mélange binaire A et B n’est pas facile a déterminer rapidement ;
elle est donnée par:

Ig(Ng10Pe B Ly
.

&g = € (43)
AB A Bng
ou ng est la surface moléculaire effective de B adsorbé
(c’est la valeur de Ag de B),
Ng est la fraction molaire de B dans le mélange binaire,
B est I'activité de I'adsorbant,

Exs €g sont les forces éluantes de A et B.

Un mélange binaire permet de mieux ajuster la sélectivité, mais
la différence entre les valeurs de £° entraine la formation de deux
fronts. Le solvant ayant la plus faible force éluante a le moins
d’affinité pour la phase stationnaire et il chemine plus vite que le
second. La composition réelle du solvant de migration peut étre
trés éloignée de celle de la cuve.

Le rapport frontal du second front dépend évidemment de la dif-
férence des forces éluantes des solvants constituant le mélange ; il
est plus élevé pour des solvants de grande surface moléculaire et
il est également plus élevé pour des adsorbants de faible surface
spécifique. Dans un mélange de A et B, la théorie de Snyder pré-
voit que :

Ig (ki /ky) = BAs(eg - €3)

A étant la surface occupée par une molécule adsorbée,

k, et kg étant les facteurs de capacité observés dans les solvants
purs Aet Bet:
Rpix = Cte —1g [B]

Ry« étant le Ry, du soluté X.

Autrement dit, la rétention d'un soluté X dans un mélange
constitué d’un diluant et d'une fraction volumique d’un solvant de
force éluante beaucoup plus grande varie linéairement avec le
logarithme de la concentration de ce dernier. Cela a été observé
expérimentalement dans un trés grand nombre de cas.

5.1 Généralités

En chromatographie planaire classique, la détection des subs-
tances est une opération distincte de la chromatographie et elle
s'effectue sur une couche débarrassée du solvant de
développement : c’est une détection en discontinu. En chromato-
graphie planaire a flux forcé, on peut procéder de la méme fagon,
mais il est également possible de réaliser une détection en continu
au moyen d'un détecteur semblable a ceux utilisés en CLHP. En détec-
tion en discontinu, la méthode générale consiste a comparer les
régions de la couche ou il n'y a pas d’échantillon aux régions dans
lesquelles I’échantillon est présent. Lorsque suffisamment de subs-
tance peut étre récupérée pour procéder a une identification par une
méthode spectrale, la plaque est grattée a I'endroit ou la substance
a été localisée, la phase stationnaire est séparée du soluté et il ne
reste plus qu’a réaliser la spectrométrie (infrarouge, de masse, etc.).
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5.2 Détection visuelle

Destinée a I'analyse qualitative, elle est trés pratiquée dans I'ana-
lyse de stupéfiants par exemple. Dans tous les cas, la plaque est
éclairée par une source convenable :

— la lumiere blanche permet de repérer les substances colorées ;

— la lumiére ultraviolette permet de voir les substances fluores-
centes lorsqu’elles sont éclairées a ces longueurs d’onde.

Pour faciliter la détection, les fabricants de plaques CCM
mélangent un indicateur fluorescent a la couche d’adsorbant ; ce
peut étre un sel inorganique qui donne a la plaque une couleur
jaune (acétate d'uranyle) ou vert jaune (silicate de zinc). Le plus
employé est un sulfure mixte de zinc et de cadmium fluorescent
a 254 nm d'ou l'appellation F 254.

Les sels organiques sont fluorescents a 366 nm en général ; les
plus employés sont le 5,8,10-trisulfonate de 3-hydroxypyréne (sel
de sodium), la rhodamine B, la 2,7-dichlorofluorescéine et des
dérivés du stilbéne.

Dans le cas des phases greffées, un sel de tungsténe et de
sodium est utilisé. Les composés apparaissent sous forme de
taches sombres sur fond lumineux et il s'agit d’'une diminution de
fluorescence mais pas d’une extinction. La pulvérisation d’un réac-
tif sur la plaque s’apparente a la détection postchromatographique
par formation de dérivés et sera traitée au paragraphe 5.4.

5.3 Analyse quantitative
par densitométrie

5.3.1 Considérations théoriques

Quand une lumiére monochromatique arrive sur un milieu
opaque, une partie est réfléchie de fagon spéculaire (comme par un
miroir), une partie est absorbée par le milieu et dissipée sous forme
de chaleur et le reste est réfléchi et transmis de facon diffuse par
le milieu. C'est cette derniére partie qui intéresse le chromatogra-
phiste. La propagation de la lumiére a I'intérieur d’'un milieu opaque
granulaire est un processus trées complexe qui ne peut étre formulé
par des équations ayant une solution analytique. Des simplifications
sont nécessaires et le modéle généralement accepté est celui décrit
par Kubelka et Munk [38]. Soit e I'épaisseur de la couche et dx une
portion infinitésimale dans laquelle la lumiére se propage. Les flux
de lumiére dans la couche dx correspondent a la lumiéere transmise
I; et a la lumiére réfléchie I,. Lintensité de la lumiére transmise
décroit du fait de I'absorption et de la dispersion et s’accroit du fait
de la dispersion de la lumiere cheminant en sens opposé. On peut
alors écrire :

di, di,

~Ux =—(H+)L+SI, et Ix =—(H+P)I+F1, (44)
ou ¥ est le coefficient de diffraction par unité d’épaisseur et ¥ le
coefficient d’absorption par unité d'épaisseur.

Kubelka et Munk ont proposé une solution a ces deux équations :

1-R,)2
LA (45)
53 2R,
expression dans laquelle R, est la réflectance d'une couche
opaque d’épaisseur infinie.
On peut considérer que le coefficient de diffraction ne varie pas
lorsque le soluté est adsorbé sur la couche et :

(1-R,)?> 2,303

3R, 7 eC (46)
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ou ¢ est le coefficient d"absorption molaire de I’échantillon et C la
concentration molaire.

Dans le cas d’une couche d’épaisseur finie e, les équations pro-
posées par Kubelka et Munk sont les suivantes :

_ sinh(b¥e)
"~ asinh(bYe)+ bcosh(bTe)

_ b
Iy = asinh(bYe) + b cosh(bFe)

I

(47)

expressions dans lesquelles :

G T
Ty

et b=a2-1

La théorie de Kubelka et Munk postule que I'échantillon est
distribué¢ de fagon homogene dans la zone d’adsorbant ou il se
trouve. A I'heure actuelle, aucun autre modele mathématique n’est
supérieur a celui élaboré par Kubelka et Munk.

Les molécules susceptibles d’émettre une fluorescence le peuvent
par absorption d’'un quantum énergétique suivi d'un passage a un
état excité. Ce dernier peut étre un état singulet ou un état triplet.
Le retour a |'état fondamental s’accompagne d'une émission de
lumiére. Les molécules fluorescentes absorbent généralement dans
I'ultraviolet et le spectre de fluorescence est décalé vers les plus
grandes longueurs d’onde. Pour obtenir le meilleur rendement de
fluorescence, il faut sélectionner une longueur d’onde d’excitation
et une longueur d’onde d’émission. Dans le cas idéal, elles corres-
pondent aux maximums d’absorption et d’émission.

Soit Iy lintensité de la lumiéere incidente et I l'intensité de la
lumiére ayant traversé la couche opaque de phase stationnaire.
Lintensité de la lumiere transmise est donnée par la loi de Beer-
Lambert :

I=Iyexp (-eeC)

ou ¢ estle coefficient d’adsorption molaire,
C la concentration molaire de substance,
e |'épaisseur de la couche.

Seule une fraction de lumiere absorbée est réémise du fait de la
perte d'énergie due a l'adsorbant. En appelant @ le rendement
quantique, I'intensité de la fluorescence émise est :

Iﬂuo = 4”0(‘I - e—seC)
Quand l'absorbance de I'échantillon est faible, on peut faire

I"'approximation :
e C=1_¢eC

et Ifguo= @Iy ceC

Cette relation montre la linéarité entre I'intensité du signal de
fluorescence et la quantité d’échantillon.

5.3.2 Instrumentation

La figure 19 présente un montage d’'un photodensitomeétre
scanner.

5.3.2.1 Sources lumineuses

Pour couvrir la gamme de 200 a 800 nm, deux sortes de lampes
sont utilisées : celles qui émettent un spectre continu et celles qui
émettent un spectre de raies.

Dans la premiére catégorie, les lampes a halogéne ou a tungsténe
sont les plus utilisées pour le visible (400 a 800 nm) et les lampes
a deutérium pour le domaine UV (200 a 400 nm). Les lampes au
xénon possédent un maximum d’énergie vers 550 nm.
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Figure 19 - Photodensitomeétre scanner

Dans la deuxieme catégorie, les lampes a vapeur de mercure
sont pratiquement les seules utilisées. Les lampes a basse pression
émettent a 254 nm, les lampes a haute pression émettent des raies
dans I'UV et le visible (313 et 436 nm). Les sources lasers sont
apparues dans un passé récent dans les densitometres utilisés
pour I'électrophorése. Le faisceau laser posséde I'avantage d’étre
treés fin (quelques micrometres de diamétre), ce qui est particu-
lierement utile en électrophorése bidimensionnelle. Les sources
lasers peuvent étre employées pour des mesures de fluorescence
mais leur emploi en CP reste limité pour plusieurs raisons : prix de
I"appareillage (mais cela n’est pas rédhibitoire) et surtout nombre
limité de longueurs d’onde réellement utiles et décomposition pos-
sible de I'échantillon sous I'effet de la trés haute énergie.

La sélection de la longueur d’'onde appropriée est réalisée la plu-
part du temps a I'aide de filtres. En fluorescence, un monochroma-
teur peut aussi étre utilisé ; un filtre est placé entre le détecteur et
la plaque pour éliminer les longueurs d’onde indésirables. Les
réseaux holographiques concaves a 1200 traits/fmm équipent
maintenant la quasi-totalité des appareils.

5.3.2.2 Détecteurs

Ce sont des cellules photoélectriques ou des photomultiplicateurs.
Le rayonnement incident frappe une plaque métallique chargée
négativement qui émet alors des électrons. Dans les photomultipli-
cateurs, les électrons sont émis dans une enceinte sous vide et mul-
tipliés par un certain nombre de dynodes (8 a 10), ce qui augmente
le courant photoélectrique d'un facteur 1083108. La longueur d’onde
de lalumiére incidente doit étre inférieure a lalongueur d’onde limite
provoquant I'émission. Les photomultiplicateurs ont souvent une
réponse maximale vers 380 nm.

5.3.3 Mise en ceuvre de la mesure densitométrique

Trois modes sont utilisés :

— la mesure par transmission ;

— la mesure par réflexion ;

— la mesure par réflexion et transmission simultanées.

Dans tous les cas, on peut utiliser un montage monofaisceau ou
un montage double faisceau.
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En transmission, le support de la couche doit étre transparent (ou
avoir une certaine transparence).

Le photomultiplicateur mesure l'intensité de la lumiére trans-
mise. Le montage monofaisceau est le plus courant. Le rapport
signal/bruit dépend de la qualité de compactage de la couche
d’adsorbant.

En réflexion, il existe deux types de géométries, I'illumination
4 45° et I'observation a 90° ou I'inverse. C'est le mode de mesure le
plus répandu car le rapport signal/bruit est meilleur qu’en transmis-
sion et les irrégularités de la couche n’entrainent pas trop de pertur-
bations. Cependant la fraction du soluté qui est adsorbée a la
surface de la couche intervient seule dans la mesure. Celle-ci est
donc perturbée si le soluté pénétre bien dans la couche et le signal
obtenu est moins important qu’en transmission. Dans la plupart des
cas, la plaque défile devant le spot mais il existe un appareil
(Shimadzu) dans lequel la plague se déplace dans la direction x
d’abord puis dans la direction y, chaque déplacement étant incré-
menté d’une tres petite longueur, ce qui a donné le nom de zigzag a
ce type de mesure.

Dans la réflexion et la transmission simultanées, les deux
signaux sont additionnés. La ligne de base est meilleure ainsi que la
limite de détection.

Dans tous les cas, le montage monofaisceau est le plus simple
et donne de bons résultats. Toutefois le montage double faisceau
permet d'obtenir une meilleure ligne de base. La méme lumiére
venant de la source est divisée en deux faisceaux dont I'un illu-
mine la partie de la plaque renfermant les échantillons et I'autre
I'espace blanc entre les dépots. Les deux faisceaux sont traités de
facon a ce que la différence soit enregistrée. Les difficultés inhé-
rentes aux fluctuations de la source sont éliminées, mais la qualité
des plaques doit étre irréprochable.

Pour s’affranchir des contaminants éventuels de la plaque, on
peut utiliser, en montage monofaisceau, une méthode de correc-
tion du bruit de fond par emploi de deux longueurs d’onde : les
fluctuations engendrées par la dispersion de la lumiere a la lon-
gueur d’onde A, sont compensées par la soustraction des fluctua-
tions a une autre longueur d'onde 4,, longueur d’onde & laquelle
le soluté n’absorbe pas. Les deux rayons sont partagés par un
chopper et combinés de fagon a ce que la différence soit enregis-
trée. Comme le coefficient de dispersion est fonction de la lon-
gueur d’onde, I'idéal serait que A4 et A, soient voisines.

Différentes méthodes de lecture du spot chromatographique
sont possibles, elles sont schématisées sur la figure 20.

5.3.4 Parameétres du signal

Comme dans tout type de chromatographie, le signal est obtenu
sous forme d'un pic dont l'aire est :
t
A = | odt

ty
avec @ flux regu par le détecteur.
Sa variance est la somme de toutes les contributions :

2 2 2 2
Otot = Ochrom™ Oinjt O det
avec Ognom €cart-type lié au processus chromatographique,
Ojnj écart-type lié a I'injection du soluté,
Oet écart-type lié au systeme de détection.
Le signal dépend :

— de la qualité de compactage de I'adsorbant, de la forme et de
la taille des particules; la réponse des plaques dites HPTLC est
supérieure a la réponse des plaques TLC ;

— de la méthode choisie (UV, visible ou fluorescence) ;
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At

La fléche représente
le déplacement du
faisceau incident.

Figure 20 - Différentes méthodes de lecture du spot

— du mode choisi (transmission ou réflexion) ;

— du sens de balayage ; en général, il se réalise dans le sens du
développement mais il peut étre préférable de balayer dans le sens
perpendiculaire si les rapports frontaux sont bien reproductibles et
si I'on veut s’affranchir de trainées ;

— de la vitesse de défilement de la plaque : celle-ci doit étre suf-
fisamment lente si le développement est effectué sur une courte
distance ; 10 mm/min est un bon choix ;

— des dimensions de la fente : plus les dimensions de la fente
sont restreintes, meilleure est la sensibilité, mais I'alignement sur
le maximum de concentration de I’échantillon est plus difficile ; en
fluorescence, le signal augmente avec la largeur de fente jusqu’a
ce que la surface illuminée soit identique a celle de la tache
d’échantillon ;

— de la constante de temps du détecteur et éventuellement de
celle de I'enregistreur.

Il n"existe pas de protocole opératoire de comparaison des per-
formances des densitometres disponibles sur le marché. Des chro-
matogrammes tests ou des tracés noirs sur fond blanc peuvent
étre utilisés. La résolution spatiale des appareils actuels est de
I'ordre de 200 um.

A titre indicatif, quelques quantités limites détectées de subs-
tances pharmacologiquement actives sont présentées dans le
tableau 9 ; elles permettent de se rendre compte de la grande sen-
sibilité de la détection fluorimétrique qui permet de détecter 1 ng
de quinine déposée.

5.3.5 Détection par ionisation de flamme

Nota : le lecteur pourra se reporter en [Doc. P 1 475] a la référence [39].

Ce mode n’est utilisable qu’avec les baguettes de type
Chromarod ®. L'appareillage est commercialisé sous le nom
latroscan® (figure 21). Une fois la chromatographie terminée et le
solvant évaporé, les baguettes sont animées d'un mouvement uni-
forme qui les fait passer dans la flamme d’un détecteur FID (Flame
lonisation Detection) analogue a celui utilisé en chromatographie
en phase gazeuse. Le brileur est au pole négatif, I'électrode de col-
lecte au pble positif, une flamme extrémement fine d’environ
1 000 °C et une électrode tubulaire haute performance permettent
d’obtenir des limites de détection comparables a la CPG. Le domaine
de linéarité est de 5 ng a 30 pg pour un temps de mesure de 25 s
par échantillon. Une option thermo-ionique est disponible pour ana-
lyser les solutés azotés.

Cet appareillage est particulierement bien adapté a I'analyse des
solutés lipidiques et des composés de masse moléculaire élevée ne
possédant pas de chromophores. |l est trés largement utilisé dans
I'industrie chimique pour séparer et quantifier des substances dif-
ficiles a chromatographier en CLHP ou en CPG (polymeéres, bitumes
et huiles lourdes, corps gras de toutes natures, détergents, agents
de surface, pommades, additifs, polluants, etc.). La FID, par son large
champ d’application et son détecteur « universel » permet de
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Figure 21 - Principe de la détection et de la mesure
par le latroscan TH-10

quantifier avec précision, sensibilité et reproductibilité tout composé
non repérable avec les détecteurs les plus communément utilisés :
UV, visible, IR, fluorescence, radioactivité, etc.

5.3.6 Mesures de solutés radioactifs

En autoradiographie, les différentes intensités sont mesurées a
I'aide d'un photodensitomeétre. A I'heure actuelle, le systéme
compte le taux de radiations émises avec un compteur. Celui-ci est
rempli d'un mélange argon-méthane qui est ionisé par le rayon-
nement  ou y des composés radioactifs qui ont été chromatogra-
phiés.

Les molécules ionisées entrent en collision avec une anode fili-
forme et la position de la collision est repérée grace a un autre fil
(delay line). L'information est numérisée et stockée dans la mémoire
d’'un microordinateur puis, aprés traitement, est visualisée sur une
console vidéo. La résolution spatiale n’est pas trés grande du fait
des dimensions de la fenétre (250 mm de long, 15 mm de large) ;
elle est de I'ordre du millimétre avec les solutés contenant du
carbone 14.

5.3.7 Analyse d’'image : vidéodensitométrie

C’est une technique récente. L'équipement nécessaire comprend
une source lumineuse équipée de ses périphériques optiques (len-
tilles, filtres, monochromateurs), un tube Vidicon ou Plumbicon et
un ordinateur. La plaque est éclairée par la source lumineuse. Le
tube Vidicon ou Plumbicon est une batterie de détecteurs unitaires
balayés par un faisceau d’électrons. Ces éléments unitaires sont
déchargés par le flux d’électrons et le signal est numérisé pour
I'analyse par l'ordinateur. Les détecteurs élémentaires ou pixels
(picture elements) sont disposés en grille (512 x512 en général).
Les images obtenues sont transformées par I'ordinateur en résul-
tats chromatographiques.
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Tableau 9 — Quantités limites détectées de quelques substances intéressant le domaine pharmaceutique

Quantité limite

Longueur d’onde détectée

Substances d’absorption en absorption

(nm) (ug)
Quinine

300
Quinidine

0,10

Cinchonine

288
Cinchonidine
Levonorgestrel 248 0,10
Ethynylcestradiol 530 0,175

Une comparaison entre l'analyse d’'image et la photodensito-
métrie a été réalisée récemment et a montré les avantages du
photodensitomeétre. Toutefois, il parait évident que I'analyse
d’'image est supérieure lorsque I'on désire obtenir un chromato-
gramme tridimensionnel. Il n'y a pas de mouvement de la plaque.
Le temps d’examen est de 50s, le temps de calcul de quelques
minutes. L'inconvénient réside dans la gamme de linéarité des
courbes de calibrage qui est beaucoup plus restreinte que dans le
cas des photodensitometres. Il s’agit toutefois d’une technologie
d’avenir.

5.3.8 Couplages

A la différence de la chromatographie en phase gazeuse et, dans
une moindre mesure, de la chromatographie en phase liquide,
I'interfagage d’'une technique spectroscopique avec la chromato-
graphie planaire n’est pas trés courant.

Spectroscopie d’absorption moléculaire dans I'ultraviolet
et le visible

Le spectre d’absorption du soluté peut étre obtenu a partir des
densitomeétres. Comme le soluté est adsorbé, la résolution spectrale
n’est pas excellente et la qualité du spectre obtenu est loin de celle
du spectre en solution. Celui-ci peut étre enregistré en contrélant
le défilement du monochromateur par un microprocesseur. Malheu-
reusement, le temps nécessaire est relativement important et il est
beaucoup plus pratique de sélectionner des longueurs d’onde carac-
téristiques et d’examiner avec soin les rapports de densité optique.
Cela est extrémement utile en fluorescence, ou I'on peut examiner
le rapport de I'intensité émise a une longueur d’'onde d’excitation
donnée et une longueur d’émission donnée. L'analyse de polluants
de type hydrocarbures aromatiques est grandement facilitée par
cette technique.

Spectroscopie d’absorption moléculaire dans I'infrarouge

Latechnique la plus utilisée consiste a séparer le soluté de la phase
stationnaire et des systémes comme I'Eluchrom ® sont
commercialement disponibles. L'échantillon débarrassé du solvant
est pastillé avec du bromure de potassium et placé sur le trajet du
faisceau IR d'un spectrophotomeétre classique. Un systéme
commercial est disponible pour réaliser des mesures par réflectance
diffuse avec transformée de Fourier. Deux plaques doivent étre uti-
lisées dont I'une sert de blanc et le spectre de celle-ci est soustrait
du spectre de la plaque contenant I'échantillon. 1 ug de substance
est nécessaire, mais certaines régions (3 700 a 3 100 et 1650
4800 cm™) sont opaques du fait de I'absorption du gel de silice.

Dans le systeme Chromalect®, des coupelles sont disposées sur
une languette métallique. Celle-ci est placée perpendiculairement a
la direction du développement. Avec un solvant de force éluante
trés grande, les solutés sont transférés dans la coupelle (celle-ci est
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Quantité limite
détectée
en fluorescence

Mesure de I'intensité
de fluorescence

excitation mesures
(nm) (nm) (ng)

365 } 450 } 1
313 } 410 } 5

485 12
560 25

365

équipée d'une méche pour faciliter le transfert) puis mélangés avec
du bromure de potassium et le spectre IR est enregistré.

Spectrométrie de masse

Une méthode trés simple consiste a recouvrir une sonde FAB
(Fast Atom Bombardment) d'un ruban adhésif et a appliquer
celui-ci sur la tache d’échantillon. Le tout est retiré et quelques
microlitres de solvant et de matrice pour FAB sont ajoutés. La
sonde est introduite directement dans le spectromeétre de masse.

Le couplage CP/SM le plus performant est di a Ramaley [40]. La
plague défile devant une source d’énergie propre a désorber le
produit (laser a CO, ou filament de tungsténe incandescent). Le gaz
d’ionisation chimique balaye les solutés désorbés et les envoie
dans la source d'un quadripole. 1 mg de substance peut étre
désorbé, mais les composés polaires ou de masses moléculaires
élevées sont mal désorbés. Par contre, les lipides sont trés bien
analysés a condition que la masse moléculaire ne soit pas supé-
rieure a 300.

La spectrométrie de masse d'ions secondaires permet d’obtenir
des spectres de masse sans gratter les produits de la plaque. La
plaque soigneusement séchée passe devant un faisceau d’ions, le
faisceau primaire (argon ou césium) entre en collision avec les
atomes ou les molécules de la surface de la plaque. Les ions inté-
ressants possédant un nombre pair d’électrons sont envoyés dans
le spectromeétre de masse. En imprégnant I'adsorbant avec un
liquide de viscosité élevée (glycérol), on peut faire fondre la matrice
aux alentours du point d’'impact, ce qui amene une plus grande
extraction de molécules et une meilleure sensibilité. Un appareil
commercial est disponible.

5.4 Formation de dérivés
pré- ou postchromatographie

Lorsque le soluté ne posséde aucun groupement chromophore
susceptible de permettre une détection spectrophotométrique, il
faut transformer le soluté avec un réactif spécifique.

Cela peut étre réalisé avant chromatographie [41] ; dans ce cas,
la réaction doit donner des produits stables et si possible un seul
produit avec un rendement trés élevé. De plus, il ne doit y avoir
aucune interférence chromatographique entre le réactif et le dérivé
formé. Les réactions utilisées sont :

— l'oxydation ou la réduction au moyen de I'eau oxygénée, le
periodate de sodium, I'acide chromique, I'iode ou le chlorure de
palladium, le borohydrure de sodium, etc. ;

— I'hydrolyse, qui peut étre une hydrolyse chimique ou
enzymatique ; les plaques a zone de concentration se prétent bien
a cette derniéere technique ;
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— I’"halogénation par des vapeurs d’iode ou de chlore, qui se
préte bien a la visualisation de molécules insaturées ;

— les nitrations et les diazotations qui forment des produits
colorés : la réduction des arylamines primaires suivie par la diazo-
tation et le couplage avec les phénols donne des colorants azoiques ;

— l'estérification, qui est employée pour les acides ou les alcools
gras;

— la dansylation ou la dabsylation, qui permet d’obtenir des
dérivés hautement fluorescents.

Le tableau 10 regroupe un grand nombre d’applications de cette
technique préchromatographique.

La formation de dérivés aprés chromatographie est trés répan-
due. La technique la plus commune consiste a projeter un aérosol
sur la plague séchée et débarrassée de solvant. Il faut prendre garde
a la bonne distribution du réactif sur la surface de la couche:
« vaporiser est un art » [42]. Cela est particulierement important lors
de I'emploi de phases stationnaires greffées alkyles.

D’autres techniques sont I'imprégnation (telle que la dérivation
sous pression: DSP) [43] et le trempage dans une solution de
réactif [44] ; le solvant doit étre choisi de facon a ne provoquer
aucune altération du chromatogramme.

Une des réactions les plus communément employées avec les
substances organiques riches en carbone est le charbonnement
soit en pulvérisant un mélange sulfochromique et en chauffant
ensuite a 150 °C, soit en utilisant un sel de cuivre ou de sulfate
d’ammonium.

Des dérivés fluorescents sont obtenus par exposition aux
vapeurs d'ammoniac. Dans le cas de la fluorescence, une liste des
réactifs pouvant générer des produits fluorescents a été récem-
ment publiée [45]. Il faut mentionner que le trempage de la plagque
dans la paraffine permet d’exalter le signal de fluorescence
(jusqu’a 100 fois).

Tableau 10 — Sélection de procédés de formation de dérivés préchromatographiques

Réactifs

Applications

Conditions opératoires

OXYDATION et REDUCTION

Phénothiazines
Anthocyanes

Peroxyde d’hydrogéne

Periodate de sodium

17-hydroxycorticostéroides

Solution H,0, & 10-20 %, chauffage a 60°C
Solution H,0, 43 %
Solution NalO4 & 10 %, chauffage & 50 °C

Acide chromique Alcaloides Solution acide chromique a 10 % dans I'acide
acétique

lode Hydrocarbures aromatiques polycycliques Chambre a iode

Chlorure de palladium Acides gras Solution colloidale de palladium, chauffage
480 °C, 60 min

Borohydrure de sodium Stéroides Solution NaBH,4 a 10 % dans I'éthanol + NaOH

0,1TN1:1

HYDROLYSE

Acide chlorhydrique

Acide phosphorique

Hydroxyde de potassium éthanolique
Hydroxyde de sodium méthanolique
Phosphate diesterase

Phospholipase C

Epoxyde
Acétate de lupéol
Phénylurées

Flavonoides, coumarimes

Solution HCI a 10 % dans I'éthanol
Solution H3PO4 4 10 %

Solution KOH a 7 % dans I'éthanol
Solution NaOH a 7 % dans le méthanol

Cytidine diphosphate glucose
Phosphatidylcholine

HALOGENATION

Chlore Cholestérol

Brome Cholestérol
Phénylbutazone
Fluorescéine

lode Pyridine, isoquinoléine

Vapeurs de Cl,

Vapeurs de Br,

Bry a 0,1 % dans le chloroforme
Bry 40,1 % dans le chloroforme
Vapeurs de I,

NITRATIONS et DIAZOTATIONS

Acide nitrique

NaNO, + o naphtol Estrogénes

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

HNO3 concentré

ESTERIFICATION et ETHERIFICATION

Anhydride trifluoroacétique

Acide acétique Alcools
Diazométhane

Hydroxyde de potassium méthanolique
Bromure de bromo-4 phénacyle

Stéroides, sapogénine, aflatoxines

Acides organophosphorés
Phospholipides, acides gras libres
Acide sorbique, acide benzoique

Dépot d'une goutte d’anhydride trifluoro-
acetique sur I'échantillon

Solution KOH a 12 % dans le méthanol

DANSYLATION

Chlorure de dansyle
B bloquants

Semi-piperazide de dansyle
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Carbamates, phénylurées, morphiniques,

Acides gras (Cg a Cy4)

Traitement pendant 20 a 40 min par la soude,
dépot sur la couche et ajout de chlorure de
dansyle a 0,2 %, réaction 60 min a I'obscurité
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L'utilisation d’une solution éluante dans laquelle est dissous le
réactif est beaucoup plus délicate ; citons la ninhydrine pour la
détection des acides aminés, la fluorescamine pour les amines
biogéniques [45].

Le réactif peut étre présent dans la phase stationnaire. Cela ne
doit pas étre confondu avec I'indicateur de fluorescence des plaques.
Un sel de zirconium par exemple permet la détection de certains
oestrogenes.

La figure 22 présente de fagon schématique les principaux modes
de formation de dérivés utilisés en chromatographie planaire.

5.5 Courbes de calibrage

Elles sont tracées trés simplement en portant sur un graphe la
réponse du détecteur en fonction de la quantité ou de la
concentration injectée. En ultraviolet, visible ou fluorescence, du fait
de la loi de Beer, toutes les courbes présentent une partie droite aux
faibles concentrations puis s’inscurvent plus ou moins fortement
avant d'arriver a un plateau, qui indigque que le détecteur est saturé.
Cela est valable aussi bien en CCM qu’en CP a flux forcé avec élution.
En toute rigueur, il faut enregistrer I'aire sous le pic, mais la hauteur
de pic peut étre amplement suffisante dans le cas de substances bien
résolues [46].

La linéarisation de la courbe de calibrage doit étre effectuée par
régression. Chaque soluté posséde sa propre courbe de calibrage.

Une relation de type y = Ax+ B (avec y réponse du détecteur et
x concentration du soluté) est trés souvent utilisée mais elle n’est
valable que pour de trés faibles concentrations, ce qui suppose que
I'on minimise toute erreur sur le volume injecté.

| REVELATION

Pré- En cours de
chromatographie chromatographie
(on line)
Exemple : dansylation Exemple : phospholipides
des acides carboxyliques Post-
C, & C,, sur plaque chromatographis.l

Vaporisation l Trempage

Inconvenients : Inconvénients :
- absence d’homogénéité - risque de dissolution du
du spray ) soluté dans le réactif
- pollution atmosphérique Dérivation - obtention d'un fond trop
par les fréons sous pression coloré et inhomogéne

Avantages :
- simplicité d’emploi
- meilleure homogénéité
de la coloration

Figure 22 - Principaux modes de formation de dérivés
en chromatographie planaire
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La relation Ig y = A lg x + B est applicable sur une grande gamme
de concentrations. A I'expérience, c’est la droite de régression la
plus fiable.

L'emploi des inverses 1/y=A/x+ B est conseillé lorsque la
courbe y = f(x) est trés fortement incurvée.

Enfin, dans quelques cas particuliers, ./y = Alg x+ B peut se
révéler utile. Il faut se souvenir que chaque détecteur possede une
gamme dans laquelle les conditions opératoires sont maximales.

Pour conclure et s'il fallait imaginer quelle pourrait étre la chro-
matographie planaire de I'an 2000, on peut croire qu’il demeure
encore de nombreuses étapes a franchir, mais les grands axes sont
aujourd’hui ébauchés.

Dépot
L'automatisation totale de cette étape, incluant une éventuelle

préparation de I'échantillon (pesée, extraction...) est en voie d’étre
achevée.

Phases adsorbantes

De nombreux efforts concernant la compatibilité avec les phases
éluantes, la structure du milieu poreux, la présence d’additifs dans
la couche adsorbante sont encore a faire. Il ne fait pas de doute
que de nouvelles technologies vont permettre |'apparition sur le
marché de générations originales de plaques : les plagues souples
et les couches plus fines en sont une des approches les plus
réalistes.

Développement

L'analyse multicouche (multi-layer) en flux forcé offre les pers-
pectives de développement les plus intéressantes.

Formation de dérivés

L'ere de la révélation a visée qualitative (spray) commence a
laisser le pas a de nouveaux procédés de dérivation offrant des
caractéristiques se prétant a l'analyse quantitative et permettant
I"utilisation de nouveaux réactifs.

Détection

La compatibilité a de nombreuses méthodes de couplage, les
procédés originaux comme l'analyse d'images sont autant d’atouts
supplémentaires pour l'analyste, qui s’ajoutent aux avantages
considérables de la CP. L'analyste dispose du chromatogramme sur
la plaque et il peut utiliser de multiples procédés de détection. En
particulier, il peut retraiter les solutés, c’est-a-dire changer de
méthode de détection (UV — fluorescence par exemple). Il s’agit la
(avec la possibilité d’analyse simultanée de plusieurs échantillons)
de I'atout majeur de la CP, car aucune autre technique chromato-
graphique ne le permet.

Ainsi, bien plus qu’'une méthode concurrente des autres tech-
niques chromatographiques, la chromatographie planaire doit étre
considérée comme une méthode a part entiere, complémentaire
aux autres. De I'avantage d'une méthode en discontinu (off-line)
offrant un grand nombre d’alternatives, elle évolue également vers
une procédure possible en continu (on-line), ou la plaque chroma-
tographique peut alors étre considérée comme une colonne plate
a usage unique.
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