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EXTRACTION PAR UN SOLVANT

I - EXTRACTION UNIQUE
La séparation "extraction par solvant” est basée sur les différences de solubilité des

substances dans deux solvants non miscibles. En général, un des solvants est ’eau, I'autre :
le benzéne, CCly, CHCl3, I’éther-diéthyle.

On définie le coefficient de partage Kp, pour une espece X comme la constante d’équilibre
thermodynamique pour le partage de X entre les deux phases.

A =[Xlg/ [X]z

Par exemple, si ’'une des phases est 1’eau (¢) et I’autre un solvant organique (0) :

A = Xlo / [Xle

Le rendement est alors:

p = Qp/Qa = 1- l/(1+a) = a/(1+a)

Lorsque X se dimérise (ou se dissocie) dan I'un et/ou I’autre des solvants, on utilise un
terme plus commode : le coefficient de distribution D. C’est le rapport des concentrations
totales dans les deux phases.

D, = [Conc. tot. de toutes les formes de X]g / [Conc. tot. de toutes les formes de X]A
Si X est un monomere indissocié dans les deux phases, De = A.

A - X se dissocie dans la phase acqueuse.

Prenons un acide HA. Dans la phase organique, on a HA. Dans la phase acqueuse on a :
HA =Ht + A~

~ Alors, D¢ = [HA]p / (THA]e + [A-Je)

ou
D¢ = A[Ht]e /((HT]e + Kp)

B - X se dimérise dans la phase organique.

Alors 2X = X avec une constante d’équilibre Kg = [X3]o / [Xlo2.
Le coefficient de distribution est :

Dc = ([Xlo + 2[X2lo) / [Xle = 1 + 2KgA2[Xle



II - EXTRACTION SEQUENTIELLE

On suppose un €quilibre simple des quantités CRVR et CAV A des formes de X dans les
phases B (volume Vpg) et A (volume Vp) .

on appelle :

fg la fraction de X dans la phase B

fA la fraction de X dans la phase A. fo = 1 - fp.

Vr = VR/Va

fg = CBVR/ (CgVp + CAVA)

On divise par CAVA

fg = DcVp/ (1 + DeVp) soit fo = 1/ (1 + DVy) = 1/(1+0)
Pour n extractions on a pour fa : 1/(1+a)?

Le rendement est alors:
p=1-1/(1+c)n

Détermination des conditons optimales. Voir cours.
log(1-p) = -nlogf1+(AVb)/(nVa]

EXEMPLE

On procede A quatre extractions successives de 30 ml d’une solution 0.1 M de X dans du
CCly avec quatre quantités de 10 ml d’eau. A = 5. Quelle est la répartition de X entre CCly
et les dernieres portions d’eau.

on a fg pour ’eau et fo pour CCl4

Vr =10/30=1/3. D, =2 =35

fa=1/(1 + 5/3) =0.375

Pour quatre extractions fy = (0.375)4 = 1.98%
Pour trois extractions f03 = (0.375)3 =5.27%

EXERCICES

I - Si un acide faible se partage entre le benzgne et I’eau avec un A = 100, calculer le
coefficient de distribution de cet acide pour un pH de solution acqueuse = 7 et un K, =
106 pour ’acide en phase acqueuse. Dans la phase organique cet acide est monomere.

Rep : 9.09

II - Pour rechercher, en aval d’une usine chimique, un composé organique A on préleve un
échantillon d’eau. ( V = 2L ). La concentration de A dans I’eau de la riviere est trop faible
pour étre mesurée directement, il faut procéder a une préconcentration. A est trés soluble
dans I’éther A = 500 et A est monomere dans les deux phases.
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Si on utilise 25.00 m! d’éther, la concentration en A dans ce solvant est alors €gale a

3.00 103 Mol.L"1.

1- Quelle était la concentration en A d’origine dans I’eau de la riviere ?

2- Quelle fraction de A resterait-il dans la quantité d’eau prélevée apres 5 extractions
successives avec 5.00ml d’¢ther ? Comparez cette valeur avec la fraction molaire du
premierement.

Méthode de calcul et réponses
1

a - calculer la fraction de A dans la phase acqueuse

b - calculer la quantité de A dans ’eau de la rivitre

¢ - calculer l1a quantité de A dans I’éther

d - calculer la concentration d’origine dans I’eau : Réponse = 4.3 109 M
2

a - calculer le rapport Vr du rapport des volumes

b - calculer la fraction d’origine dans I’eau

¢ - calculer la fraction aprés 5 extractions. Réponse = 0.0173 soit 1.73%.

Le rendement est passé de 86.20% a 98.26%



CHROMATOGRAPHIE

Les méthodes chromatographiques datent du début du siécle (1903 phénomenes
d’absorption et 1906 travaux du botaniste russe TWSETT, 1941 MARTIN et SYNGE
chromatographie de partage, 1952 MARTIN et JAMES chromatographie en phase gazeuse).

Ce sont actuellement les plus importantes parmi celles de I’analyse immédiate. Elles ont
pour but de séparer les constituants d’un mélange plus ou moins complexe, d’identifier
chaque constituant ou d’aider 2 son identification et de déterminer quantitativement sa
concentration dans le mélange.

GENERALITES
Principe

La séparation des constituants d’un mélange complexe par chromatographie est basce sur la
réalisation, pour chacun d’eux, d’une suite continue d’équilibres entre deux phases.

L’une des deux phases est immobilisée. Elle est dite fixe ou stationnaire. L’autre est dite
mobile car elle sert & faire parcourir cette phase par les constituants du mélange avec une
vitesse déterminée. Chaque constituant du mélange est ainsi mis en contact avec les deux
phases. II se trouve entrainé par la phase mobile et lors de son parcours, il s’équilibre entre
la phase mobile et la phase stationnaire un grand nombre successif de fois (figure 1). La
vitesse de migration varie entre deux limites:

'V = celle de la phase mobile si 1’équilibre est tel que le constituant ne se fixe pas sur la
phase stationnaire. ‘

V = 0 si ’équilibre est tel que le constituant se fixe en totalité sur la phase stationnaire.
Chaque constituant migre donc avec une vitesse qui lui est propre et si I’on fixe le temps de
migration, il parcourt une distance finie ou bien ,on fixe la distance et il migre alors

pendant un temps qui lui est propre.

CLASSIFICATIONS
Classification selon la nature physique des phases.

La phase mobile est un fluide (liquide ou gaz). La phase stationnaire peut étre un solide
pulvérisé ou un liquide immobilis¢ par un support poreux. On distingue quatre types de
chromatographie :

- chromatographie liquide-liquide

- chromatographie liquide-solide

- chromatographie gaz-liquide

- chromatographie gaz-solide

Les deux dernieres sont appelées CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse
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Classification selon le phénomene chromatographique (ou la nature de la phase
stationnaire).

- chromatographie d’adsorption : la phase stationnaire est un solide doué de propriétés
adsorbantes.

- chromatographne de partage : 1a phase stationnaire est un liquide non miscible a la phase
mobile. ‘ ;

- chromatographie par échange d’ions : la phase stationnaire est une macro-molécule
(résine) dont les groupeménts fonci:tonnels acides ou basiques permettent I’échange de

leurs ions avec des ions de méme signe du mélange a séparer.

- chromatographie d’exclusion-diffusion (séparation sur gel) : la phase stationnaire est un
~ gel qui se comporte comme un tamis vis 2 vis des molécules ayant des poids et des
structures différents.

Classification selon le phénomene physique mis en jeu
(coefficient de‘pzutn:l,onl K)

Cs= masse de soluté dans la phase stationnaire par unité de volume.
Cm= masse de soluté dans la phase mobile par unité de volume.

Classification selon le procédé utilisé:

- chromatographie sur colonne (CPG, CLHP)

- chromatographie sur papier (cellulose)

- chromatographie sur couche mince (CCM) : surface plane recouverte d’une mince couche

(0.2 20.5 mm) de gel de silice, cellulose, alumine, résines.

- chromatographie par développement : les différentes substances restent sur la phase
stationnaire ou elles sont localisées (chrom. ascendantes, descendantes, circulaires)

- chromatographie d’€lution : chaque substance est entrainée hors de la phase stationnaire.

Dans une séparation par chromatographie, on distingue trois temps:

- le dépdt de la solution sur la colonne ou le substrat qui supporte la phase stationnaire :
- le développement du chromatogramme

- I’élution
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LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
I- INTRODUCTION

Cette méthode sépare des mélanges gazeux complexes par une suite continue d’équilibres
entre une phase mobile gazeuse et une phase stationnaire liquide ou solide placée dans une
colonne. o e ,

- phase stationnaire liquide : chromatographie de partage : CGL

- phase stationnaire solide : chromatographie d’adsorption : CGS

Dans les deux cas, c’est une chromatographie d’élution: les substances parcourent la
longueur de la colonne et sont détectées 2 son extrémité. Elle sert pour I’analyse des gaz et
de toutes molécules susceptibles @"&re volatilisées.

II- APPAREILLAGE (figure 2)

Hl comprend:
a - une source de gaz : azote, hélium, hydrogene ...

b - une chambre d’injection pour volatiliser I’échantillon

¢ - une colonne, remplie de phase stationnaire, placée dans un four et balayée par le gaz
vecteur.

On distingue:

a- les colonnes remplies: elles sont en métal, en verre, en cuivre. Leur diametre est compris
entre 2 et 4 mm. Leur longueur Leur efficacité est comprise entre 2000 et 5000
plateaux théoriques.

b- Les colonnes capillaires : elles sont en verre ou en quartz. Leur diametre est de 0.22 0.5

mm et leur longueur varie entre 20 et 150 m. Leur efficacité peut dépasser 50.000 plateaux

théoriques. Par contre, elles ne peuvent pas supporter des quantités d’échantiflons

supérieures au micro gramme et il faut utiliser un injecteur diviseur.

d - un détecteur relié 2 un enregistreur, un intégrateur ou un systtme informatique.
Les détecteurs doivent avoir les caractéristiques suivantes :

a - bonne limite de détection (c’est la quantité de substance pour laquelle le rapport du
signal au bruit de fond est égal a 3.

b - une bonne sensibilité (c’est la pente de la droite représentant le signal en fonction de la
concentration).

¢ - un grand domaine de linéarité (domaine de concentration ou la réponse du détecteur est
directement proportionnelle 2 la concentration de 1’échantillon).



d - un tres faible volume mort et un temps de réponse tres court (pour éviter toute perte de
résolution. En général, on a volume = 1ul et Trep=0.120.01 s.

Pour chaque composé élu€, on a un signal assimilé 2 une courbe de Gauss dont la surface
est proportionnelle 2 la concentration. La largeur de l1a base augmente avec le temps de
rétention (figure 3). o

III - PRINCIPAUX PARAMETRES (figure 4a et 4b)
A- Pour la rétention.

1 - Le temps de rétentior@ C’est le temps écoulé entre le moment de I’injection et celui
ol le signal atteint son maximum. To = le temps d’élution d’un composé non retenu par la
colonne (exemple 1’air).

2 - Le volume de rétentiprf r).‘/ *est le volume de phase mobile nécessaire pour €luer un

commsé. ™ i ;"_11_‘:"‘:.-—' S e S
~" Vr=Vm+KVs

\-\W"_' " - __.:-"/.

Vm = volume de phase mobile contenuehd;ﬁﬂi?(ﬂﬁﬁﬁé

VS = volume de la phase smtlonnau'e

3 - Le facteur de capacité/K’ coefficient de partage corrigé. C’est le rapport des
quantités de substances qu1 se trouveq; dans les deux phases

e,

A_ Ny K e KVsIVm = (Vr-Vm) / Vm = (Tr—To) /' To

M

A}

e e

Plus le composé est retenﬁ“,"blug_ﬁﬁ_m

B- Pour la séparation.

1- La sélectivité (a). Le facteur de sélectivité caractérise la distance entre les sommets de
deux plCS consécutifs. On le calcule 2 partu' de To et des Tr :

a@r,-m/ml:ro) K’,IK\’

a dépend des coefficients de partage des solutés, donc de la nature de ces solutés et de la
température de la colonne.
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2 - La résolution (Rs).
Elle caractérise le degré de €L

/r P .m..........,\%_y

aration de deux pics

AAAAAAAAAAAAAA

la largeur des pics (efﬁcac:té) D

S—— ._-u-

3 - L’efficacité.
Elle est définie par le nombre de plateaux theonques N par umté mde longueur dela colonne
exprimée €57 C’est I’aptitude de la colonne 2 donner “des pics tres fins. La théorie

des plateaux a établi que les pics d’élution sont assimilables a des courbes de Laplace Gauss
dont ’écart type o, en unité de temps, est lié au nombre de plateaux théoriques (figure 5):

=N
Wm—m.___ —
S

On démontre que : pra
Qa (Tr/o)2 = 5.54 (TJ&?\

& = largeur du pic 2 mi-hauteur en mn.
On définit aussi 1a hauteur équivalente 2 un plateau théorique HEPT (H)

& H-L/N

L = longueur de la colonne en mm. Plus H est faible, plus la colonne est efficace.

4 - La symétrie ou facteur de trainée.
C’est le rapport des largeurs a et b du signal 2 10% de hauteur (figure 4a).

II- EQUATION DE VAN DEEMTER (figure 6)

Dans la théorie des plateaux, on néglige le fait que la chromatographie est un phénomene
dynamique qui résulte du passage continu de la phase mobile sur la phase stationnaire
Dans la théorie cinétique, on lie le nombre de plateaux de la colonne (C’est a dire sa HEPT)
2 la vitesse d’écoulement de la phase mobile et 3 différents facteurs non utilisés par la
théorie des plateaux.

1- Influence du débit.

HEPT = A + B/u + Cu
[u= vmesse linéaire du gaz vecteur
DW‘_-—_—

rrrrrr e



o. vge - Uy
et C.- termes de I'équation de Van Deemter |

8
h = HEPT moyenne . . _
u vitesse linéaire de passage du gaz porteur

m

I . diffusion moléculaire longitudinale

Im ‘résistance au transfert de matiére . ‘

111 _ dispersion des trajets : i

-» = Courbe de Van Deemter.

- - Variation de l'efﬁcacité en fohction du débit du
goz porteur. ’ | -
' FIGURE 6



A = diffusion turbulente _

A caractérise les irrégularités de remplissage
dp = diametre moyen des , particules du support. On peut diminuer dp mais alors AT
augmente.

B = diffusion moléculaire

y = facteur de tortuosité. La tortuosité augmente avec les supports mal calibrés.
Dg = diffusion de I’échantillon dans le gaz vecteur. Dg est proportionnel  Iinverse de la
racme carrée du poids moléculaire du gaz donc I’ efficacité est meilleure avec un g@

C= r§_sistance au transfert de masse
C = (8/m2)x(K’/(1+K*)2xdf2/D1

df = épaisseur moyenne du film de phase stationaaire. Si on diminue df, on augmente K’
Dl = coefficient de diffusion du composé dans 1a phase statlonnmre Plus la viscosité de
cette phase est faible pour une température donnée, plus la colonne est bonne.

Pour diminuer le facteur en K, il faut utiliser une phase qui dissout facilement les solutés.

Représentation graphique de 1’équation (figure 6)

C’est une hyperbole. Elle nous montre que la HEPT passe par une valeur minimale en
fonction de u.

Pour cette valeug’ HA T 4 ZMW une valeur @u@)l/ 2 \

Remarque: Dans la branche dmndémt tdiffusion

moléculaire) : H croit avec-u. Dans la branche ascendante, H croit aussi avec u car les

temps de contact entre les deux phases sont de plus en plus courts et les équilibres
’étabhssent mal (r&mmﬁm de masse).

R i

Pour améliorer I’efficacité, on peut agir sur:
- la granulométrie.

- le débit du gaz vecteur.

-la nature du ‘gaz vecteur.

- Ia viscosité de la phase stationnaire. _

- I’épaisseur du film de la phase stationnaire. -
- le diametre de la colonne.



2- influence de la température

La HEPT varie avec la température e constatée pour le débit.

PT =

A’ +BI/T+CT

- H est minimale pour T optimale
- La température modifie la tension de vapeur des solutés (volatilit¢) et intervient sur la
séparation (modiﬁcaﬁonéafceeﬁﬁeientge partage entre la phase stationnaire et la phase

mobile). Si T-croit, ] Tr et ® diminuent. ?
ey
Pour améliorer les séparau ogrammer la température. On commence par une -

température basse-pour €luer les composés peu retenus et on I'éleve progressivement pour
analyser les autres substances, sous forme de pics plus étroits, et avec des temps de
rétentions plus courts que ceux obtenus a T= constante.

IV- UTILISATIONS DE LA CPG
C’est une méthode utilisée A des fin analytiques qualitatives et quantitatives.
A- ANALYSE QUALITATIVE

Un composé peut &tre identifié par son temps de rétention, dans des conditions opératoires
parfaitement fixées, en comparant ce dernier 2 celui d’un composé témoin par exemple.
Pour éliminer les erreurs dues, parfois, 2 certaines variations des conditions opératoires (

débit, température), on utilisg_’__l_jeijcmpsde—fétenﬁons-telatif‘s__:

@ ! Tr d’un composé pris comme référence.

On utilise aussi: \ —

1 - les indices de rétention

Ils comparent le volume de rétention de la substance 2 identifier a ceux de deux alcanes
linéaires qui sont €lués pres d’elle, ceci pour une phase stationnaire donnée. Cet indice est
indépendant des conditions opératoires.

Si on injecte un mélange de n-alcanes sur une colonne quelconque en régime stable, on
obtient un chromatogramme pour lequel les lq_g;a_t_'j_tt}_m_gg des temps de rétention corrigés
(Tn-To) croissent linéairement avec le nombre d atomes de carbone des alcanes
correspondants : S

Tn= temps de rétention de ’alcane n
En reportant sur la droite le temps de rétention d’un composé X, on peut calculer son indice
de rétention de Kovats sur la colonne considérée



Celui-ci est égal au produit par 100 du nombre de carbones de 1’alcane théorique ayant le
méme temps de rétention corrigé.
Dans le cas ot ’on ne dispose que de deux n-alcanes qui I’encadrent, on utilise :

Ex 100n+100(logt -iogt .)I(logt o logt’)

b e et

e /
: ! ! ! :‘ 4
S I WINEC TN g e

2 - Les constantes de Rohrschneider.

On caractérise chaque phase stationnaire en comparant les indices de kovats de cing
composés témoins appartenant a des types structuraux différents, sur la phase étudiée d’une
part et sur le squalane d’autre part (phaEe de référence).

Pour un composé X, les cing cst. de Rohrscheider sont obtenues en divisant par 100 les
différences observées pour chacune de ces substances entre son indice de Kovats sur le

squalane (IK ) €t son mdlce sur la phase étudiée (1K)

(la= (IK. K pu)/100 -

Ces constantes permettent d’apprécier les forc&s d’mtcractlon soluté phase/stationnaires car
un indice élevé signifie que la phase retient fortement les composés qui portent 1a fonction
organique correspondante.

Les indices de Kovats pour les cing composés tests sont : 646 pour le benzene, 385 pour
1éthanol, 530 pour la butanone, 447 pour le nitrométhane, 691 pour la pyridine.

3- Les constantes de McReynolds.

On remplace trois des cinq substances témoins par leurs homologues supérieurs et on
supprime la division par 100 de la différence des indices. Cette nouvelle classification est
utilisée par la plupart des fabricants de colonnes.

Remarques
C’est une méthode longue. 11 est préférable d’utiliser une technique de couplage.

B - ANALYSE QUANTITATIVE

Les pics d’élution sont assimilables 2 des courbes de GAUSS et leurs surfaces sont
proportionnelles 2 1a quantité de substance €luée :

M’ masse de la substance qui traverse le détecteur

: surface du pic €lué
a: facteur de réponse de 1’appareil. Pour évaluer o. on injecte des quantité€s connues
d’étalon.



1 - Mesure de I’aire des pics.

- Si le pic est étroit, la surface est proportionnelle  la hauteur du pic comprise entre la
ligne de base et le sommet de signal.

- Si le pic est symétrique, on multiplie la largeur & mi-hauteur par la hauteur.

o $=8gxhc
- Si le pic est asymétrigue, on utilise
S=hx @15+8s5)/2

En général, cette opération est réalisée par un intégrateur électronique ou un ordinateur.
2 - Etalonnage interne

C’est la méthode la plus employée. L’étalon interne-est-ajouté-en quantité connug au début
de I’analyse 2 I’échantillon. - |
Cet étalon doit avoir les propriétés suivantes :
- avoir un temps de rétention voisin et donner un pic chrommatographique completement
séparé des autres produits.a doser.
- donner un pic de surface proche de celle du produit a doser.
- étre pur, stable, sans interaction avec les produits du mélange.

Le rapport "surface du pic du produit & doser sur surface du pic étalon interne” compar€ a
une courbe d’étalonnage construite en mesurant les rapports des surfaces des pics obtenus
avec des échantillons contenant des quantités connues de produit a doser, donnera la
concentration inconnue. Il permet de s’affranchir de la reproductibilité parfois médiocre des
injections.

Les limites de détection sont de I’ordre de quelques picogrammes. 11 varient avec le type de
détecteurs utilisés.
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On 8 introduit m, g d’étalon £ dans la solution § analyser. Pour le produit Y,
" de massa my st de coslficient de proporonnalitd X, on a:

m
my KAy
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Sionprend K, = 1, ona:
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I - Etalonnage. Pour la détermination du coefficient de réponse entre I’étalon et I'inconnu
aieona:
Me = aeAe et Mi = aiAi
avec ae=coefficient de réponse de I’étalon et ai=coefficient de réponse de I’inconnu :
alors
Mi/Me = (ai/ae) x (Ai/Ae) = aie x (Ai/Ae)
aie = MiAe/MeAi

II - Mesure. On connait ciie, Ai et Ae. On calcule : Mi = aie x (Me.Ai)/(Ae)

3 - Etalonnage externe

Siun constituant est 2 doser dans un mélange et si les volumes injectés sont reproductibles,
le tracé de la courbe d’étalonnage Réponse = f(concentration) permet de doser le
constituant dans un mélange inconnu. Les étalons doivent étre purs. On calcul par la
méthode des moindres carrés la droite de régression Y = aX + B et la mesure de Yinconnu
donné par X inconnu est alors facilement calculé : Xi = (Yi- B)/ A.

11 faut que la concentration Xi soit 2 I’intérieure des contrations utilisées pour construire 1a
gamme d’étalonnage et injecter 3 fois minimum chaque point, 5 fois si on veut utiliser

I’ Aanalyse de Variance (ANAVAR). ,

4 - Méthode des ajouts dosés

On ne peut I'utiliser que si le détecteur 2 une réponse linéaire.

La technique consiste 2 ajouter, dans des parties aliquotes de la solution inconnue, des
quantités déterminées et croissantes de 1’élément 2 doser. La courbe obtenue, en portant en
ordonnées les réponses et en abscisses les quantités ajoutées, permet par extrapolation de
déterminer la valeur du blanc, c’est 2 dire de 1’élément sans ajout (voir exemple). Les
quantités ajoutées sont 2 choisir en fonction de la valeur du blanc et doivent &tre voisines de
1,2,3 , fois la teneur 2 mesurer. On peut travailler aussi avec un seul ajout (voir plus
bas)

Cette méthode doit étre utiliser avec beaucoup de précautions (réponses parasites par
exemple)

Avantages : pas besoins d’étalons nombreux, rapidité.

2 premidre infection ] ) ssconde Infection, 2prix ajout du produit Y

On a sjoutd dans la solution y % du prudut Y
Fowcentage da Y dans {a solution inconnuae :
yA A N .
Yi%) = ——— x =2 x 160
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V- APPLICATIONS

Les applications de la chromatographie en phase gazeuse ne cessent de se développer. Parmi

les plus courantes, on peut citer:

1 - en pharmacologie : dosage des principes actifs et métabolites dans les liquides
biologiques, études de pharmacocinétique, surveillance thérapeutique, antiépileptiques,
barbituriques, tranquillisants.

2 - en toxicologie : pesticides, médicaments et stupéfiants dans les liquides biologiques,
alcools, polyols, vapeurs organiques, gaz sulfureux.

3 - en biologie clinique : stéroides, acides aminés, lipides,

4 - analyse alimentaire : huiles, acides gras, conservateurs, aromes.

5 - analyse industrielle : hydrocarbures aliphatiques et aromatiques, amines, gaz naturels

6 - cosmétologie : huiles essentielles.

VI - CONCLUSION

La chromatographie en phase gazeuse posséde des qualités de sensibilité et de spécificité qui
la place dans les premiers rangs des techniques de séparation.

C’est une technique trés souple car 1’opérateur peut agir sur de nombreux facteurs pour
améliorer les séparations (température du four, débit du gaz vecteur, phase stationnaire).
C’est une technique d’analyse rapide et son utilisation a pris un essor considérable avec les
couplages spectrométrie de masse et infra-rouge.
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Envirbnmental 'Anal_yses (Water)

: You Get More Capillary Column Choices at Supelco
, Our complete range of column IDs lets you select the column you need for your specific analysis.
, . ,

' A 0.53mm ID Column Increases Sample

; Capacity without Sacrificing Resolution

: -

' 0.32mm 1D Column
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SPB-5 fused silica capiiary column, 30m x 0.32mm ID, 0.25xm

hyiene chioride

27 32
2520

35838

7

1

Jr\

SPB-5 fused silica capidary column, 30m x 0.53mm ID, 1.5um

|
4

taining approx. 50ng each poliutant, diract injection.

Yemp.: 270°C, Det. Temp.: 310°C, Flow Rate: Scc/min., He, Dst.: F

fim, Col. Temp.: hold 4 min. at 30°C, then to
300°C at 10°C/min. and hold, Linesr Velocity: 25cm/sec. at 150°C, He, Det.: FID, Sens.:.18 x 10°'' AFS,
Sampta: 1.0 13 .:n_g approx. 40ng each poftutant, splitiess injection.

+ 0.53mm ID Column

41

42

-
—

Min

fitm, Col. Temp.: 35°C to 290°C at 8°C/min. and hold 15 min.. In]. ‘
1D, Sens.; 16 x 10°F AFS, Sample: 1l methyiene chloride con-

L

4148

49

48

| | | | | | i
28 32

SPB-5 fused silica capillary columns,
30m x 0.32mm ID, 0.25 um film

Cat.No.2-4048 $463

30m x 0.53mm ID, 1.5um film
Cat.No.2-5305 $532

0.32mm ID and 0.53mm [D SPB-5 columns provide similar resolution of acid and base/ne

And you can us¢ 0.53mm ID columns in packed column chromatog
In a GC-MS system with a high capacity pump or jet separator, a

2000ng/component) with rapid analyses and good resolution.

raphs. ,
0.53mm column combines large sample q_apiacity {up to

utral pollutants for EPA Method 625.

INTEANATIONAL



EXEMPLE

ANALYSE QUALITATIVE DE
LA CAFEINE ET DE SES METABOLITES

COLONNE OV 1701
Longueur = 50 m
Diametre interne = 0.25
Epaisseur du film = 0.2 pm
Débit du gaz vecteur = 0.75 ml/min
1 - Caféine
2-1,3DMX
3-1,7dmx + 3,7 DMX
4 - IBMX (étalon)
5- ATMU
6 - 3-MMX
7 - I-MMX
8 - 7-MMX
9 - 1,3-DMAU
10 - 1,7-DMAU
11 - 3,7-DMAU
12 - 1-MMAU
13 - 3-MMAU

14 - 7-MMAu
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1d of plot. Time =

7.00 to 30.00 minutes

Chart speed =

0.87 cm/min



[
& N 00 : (o4
g -3 ot ™ (=4
[—] o [—2 ) (=]

I L i H
.
4
-
-
—-‘
-
3
-
-
.
e § p————
_r
-
T
-
-

-t

,

7

]
—

-

|

-V

lll|IlllIll_!lllllliLIliIIlL‘lIlI]

S T

N\””\WWM\\

| 4

&

v

[ 47

end of plot. Time = 12.00 to 21.00 minutes Chart speed = 2.21 cm/min



B R A R s e SR TR ST LS R T s, TNRL IR R Wy, AR L ML

2L P oo D DRSO ST TR o Bt % ORI S S, sl S

TR i

EXERCICES

I - Pour tester une colonne capillaire du type CP Sil 5, on utilise un mélange étalon. Le

chromatogramme est représenté sur la figure 1.

le pic N* 1 correspond 2 I’octanal

le pic N* 2 correspond 2 au 1-octanol

le pic N* 3 correspond 2 au N-undécane

le pic N* 4 correspond 3 au 2,6-diméthylphénol
le pic N’ 5 correspond 2 a I’acide octanique

le pic N* 6 correspond 2 2 la 2,6-diméthylaniline
le pic N* 7 correspond 2 au naphtalene

le pic N” 8 correspond 3 au N-dodécane

le pic N° 9 correspond 2 au N-tridécane

le pic N° 10 correspond 2 2 I’acide décanoique

La colonne a une longueur de 25 m, un diametre intérieur de 0.33 mm, une épaisseur de film
de phase stationnaire de 0.13 pum et un diametre extérieur de 0.45 mm.

La température de la colonne est 100 “C pendant toute I’analyse, celle de I’injecteur de 270 “C
et celle du détecteur FID de 260 “C. Le rapport de split est fixé 2 100 et la quantité injectée de
1 ul. La vitesse du gaz vecteur = 28.0 cm/s. La sensibilité limite du détecteur est de 10-11A.

I - Mesurer sur le chromatogramme les temps de rétention, les largeurs a mi-hauteur d et les
largeurs @ pour les composés €lués.

II - Calculer la résolution entre le N-undécane et 1’acide octanoique. Quelle longueur de
colonne faudrait-il pour avoir entre ces deux pics un recouvrement de 1 % c’est a dire une
résolution de 1,5 ?

III - Calculer le nombre de plateaux pour le pic N~ 8. Calculer la hauteur d’un plateau
théorique.

IV - La réponse du détecteur FID est proportionnelle au nombre de moles des €luats. Sachant
que le pic N 8 correspond a 25 ng injectés, quelle est la quantité injectée qui correspond au
picN°9?

V - Pour doser quantitativement la 2,6-diméthylaniline on réalise une gamme d’étalonnage :

ng/ml 5 15 25 35 45
surfaces 12.42 37.26 62.01 86.93 111.77
Déterminer sa concentration ?

VI - Quelles réflexions vous inspire la forme des deux derniers pics €lués ?
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Il - ETALONNAGE EXTERNE

On désire doser de la caféine dans les urines par CPG apres extraction .

Pour cela, on trace une gamme d’étalonnage qui comprend quatre concentrations 1, 2, 4, 8
ng/ml que I’on injecte trois fois.

Pour augmenter la précision on ajoute aux solutions un étalon interne bien séparé de 1a caféine.
les résultats sont les suivants (les surfaces sont en unité arbitraire)

surfaces 1 2 3
concentr. caf. étal. caf. étal. caf. ¢l
1 345 1574 369 1588 387 1610
2 651 1610 630 1618 670 1720
4 1312 1665 1223 1667 1437 1669
8 2594 1745 2477 1744 2715 1746

Un échantillon de caféine de concentration inconnue donne pour trois injections:
caféine étalon interne

1046.5 1782
1026 1620
974.7 1296

Calculer la concentration de cet échantillon :

a - sans utiliser I’étalonage interne.

b - en utilisant 1’étalonnage interne.

¢ - Quelle est la différence en % entre les deux résultats ?

I1I - ETALONNAGE INTERNE

Pour doser un échantillon A par CLHP on utilise 1a méthode de I’étalon interne. Soit E cet
étalon. On détermine le coefficient de réponse de A par rapport 2 E en injectant trois fois un
mélange de A et de E. La concentration de A = 1 mg/ml et celle de E = 0.9 mg/ml.

Les résultats sont les suivants:

lidre injection: Hauteur A :31mm. 1/2largeur A : Smm .Hauteur E :41mm. 1/2largeur I
4mm

2idme injection: Hauteur A :30mm. 1/2largeur A : Smm .Hauteur E :40mm. 1/2largeur I :
4mm

3i2me injection: Hauteur A :29mm. 1/2largeur A : Smm .Hauteur E :39mm. 1/2largeur I :
4mm

Pour quantifier une solution inconnue de A on injecte le mélange contenant A inconnu et une
solution de'E de concentration 0.9 mg/ml. On a :

Hauteur A :45mm. 1/2largeur A : 5mm .Hauteur E :40mm. 1/2largeur I : 4mm

1 - Calculer le coefficient de réponse de A par rapport a E

2 - Quelle est la concentration de A



CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

La chromatographie en phase liquide sur colonne a connu, depuis 1970, un essor considérable
grice 2 ’amélioration des phases stationnaires et des détecteurs.

I - GENERALITES

La séparation chromatographique résulte de la distribution dynamique des solutés a analyser
entre deux phases non miscibles, la phase stationnaire et la phase mobile qui est liquide.

On travaille en chromatographie d’élution uniquement. L’échantillon est dépos¢ au sommet
d’une colonne qui contient la phase stationnaire et la phase mobile va faire migrer les différents
constituants de I’échantillon, ceci d’autant plus lentement que leur affinité pour la phase
stationnaire est plus grande.

1 - Mécanismes de rétention .

a - Adsorption.

La phase stationnaire est un solide adsorbant. La séparation est fondée sur les différences
d’adsorption des molécules du mélange par la phase fixe: c’est une chromatographie liquide
solide CLS.

b - Partage.

La phase stationnaire est un liquide immobilisé par un solide qu’il imprzgne. C’est une
chromatographie liquide liquide CLL.

¢ - Echange d’ions.

La phase stationnaire est un solide ayant des propriétés d’échangeur d’ions. Il est généralement
poreux et renferme, dans ses pores, une phase liquide.

d - Exclusion - Diffusion - Filtration sur gel.

La phase stationnaire est un solide poreux. La dimension des pores est voisine des dimensions
de certaines des molécules a séparer.

2- Paramétres fondamentaux.

Ce sont les mémes que ceux décrits dans le chapitre Chromatographie en Phase Gazeuse

~ auxquels on doit ajouter :

1a perte de charge de la colonne
Elle représente la différence de pression entre le haut et le bas de la colonne. En premiére
approximation, la loi de DARCY nous donne:

AP= aLv/K’

AP = la perte de charge en barye (1barye= 106‘bar)



n = la viscosité de la phase mobile en poises

L = la longueur de la colonne en cm

v = la vitesse linéaire de la phase mobile en cm/s

K’ = la constante de perméabilité de la colonne. Elle est fonction du diametre des particules et
de la porosit€ interstitielle. )

Plus la granulométrie est fine, plus la pression doit étre forte.

Il - APPAREILLAGE. (figure 1 et 2)

Il se compose :

a - d’un réservoir de solvant.

b - d’une pompe qui assure le débit de la phase mobile

¢ - d’un systeme d’injection des échantillons. On utilise des vannes d’échantillonnage ou vanne
a boucle (figure ).

d - d’une colonne qui contient la phase stationnaire placée dans une enceinte thermostatée.

Entre la pompe et la colonne, on place un capillaire métallique de section intérieure comprise

entre 0.25 et 0.50 mm pour limiter les volumes morts.

¢ - d’un détecteur reli€ a un enregistreur couplé a un enregistreur, un intégrateur ou un systéme
informatique. .

Pour éviter les fuites, il faut des jonctions parfaites entre les différents constituants.

- Les colonnes

Elles sont cylindriques, rectilignes, en acier inoxydable et parfaitement lisses intérieurement.
Leur longueur varie de 10 2 50 cm et leur section = 0.5 cm environ. La phase stationnaire est
retenue par un disque inoxydable fritté.

On utilise aussi, depuis quelques temps, des colonnes classiques de plus faible diametre (0.5 a
1mm) et des colonnes capillaires remplies en verre, d’un diametre de I’ordre de 50 a 200 um,
de longueur de 10 2 100 m ou des colonnes a tube ouvert (diametre: 20 2 30 um) analogues a
celles utilisées en CPG.

II - COMPARAISONS AVEC LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
Ce sont des méthodes d’analyse complémentaires.

- La CPG est limitée par le fait que 20% seulement des molécules organiques connues sont
utilisables par cette technique sans modification chimique préalable (dérivation). Elle présente

des difficultés des que la substance est peu volatile ou sensible & une élévation de température.

- La CPG est moins onéreuse et plus sensible (quelques picogrammes).
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- En CPG, il y a intéraction uniquement entre soluté et phase stationnaire alors que pour la
CLHP s’ajoutent les intéractions de la phase mobile avec le soluté et avec la phase stationnaire.

- La CLHP n’est pas limitée par les contraintes de volatilit€ et de température. Ses limites de
détection sont de 1’ordre du nanogramme avec un détecteur UV-VIS et de 100 picogrammes

Wk MmN GSm GOSN et P NSED S Wl G

avec un fluorimetre,

IV - TECHNIQUES
a - régime isocratique.

L’échantillon déposé en haut de la colonne est entrainé par une phase mobile de composition
constante.

b - régime gradient d’élution.

La composition de la phase mobile change en cours d’analyse, ce qui modifie la force
d’élution. La composition et la chronologie des mélanges (2 ou 3 constituants) sont
programmées :

- soit pour mieux séparer des composés tres voisins.

- soit pour rapprocher des composés de comportements chromatographiques tres différents.
L’inconvénient de cette technique est qu’il faut attendre que le mélange revienne i sa
composition initiale avant une nouvelle injection. (méthode que 1’on peut rapprocher de la
programmation de température en CPG)

V - TYPES DE CHROMATOGRAPHIE

On distingue quatre types de chromatographie (figure 3) :

- chromatographie d’adsorption :
- chromatographie de partage (figure 4)

- chromatographie d’échange d’ions

- chromatographie d’exclusion-diffusion

Remarques

Les phénomenes d’échange entre la phase stationnaire et la phase mobile ne sont jamais
uniques. Par exemple, en chromatographie d’adsorption, il y a, de facon limitée, des
phénomenes de partage.
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PARTAGE CLASSIQUE

PARTAGE en PHASES

(en phases normales) INVERSEES
IPOLARITE
DU FAIBLE FORTE
SOLVANT
[POLARITE MOYENNE TRES FAIBLE
DE LA " 3
PH. STAT. FORTE MOYENNE
POLARITE MOYENNE FAIBLE
DES a a
SOLUTES (FORTE) MQOYENNE
{(+ solutés ionisés)
ORDRE LES MOQINS POLAIRES LES PLUS POLAIRES
D'ELUTION D'ABORD D'ABORD
EFFET PRODUIT
PAR
L'AUGMENTATION 1T
DE LA POLARITE
DU SOLVANT

FIGURE 4



Une méme substance peut €tre analysée de plusieurs fagons et, bien souvent, ¢’est du matériel
dont on dispose qui décide du choix.

Choix de la méthode.

Dans les domaines biochimiques et pharmaceutiques, on utilise 2 plus de 75 % la
chromatographie de partage a polarité inversée (figure 4) car :

- les silices greffées avec des groupements peu polaires sont tres stables et faciles a employer.
- des molécules assez polaires sont analysables par cette méthode.

- la plupart des molécules insolubles dans 1’eau le sont dans I’acétonitril ou le méthanol.

VI - ANALOGIES AVEC LA CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Il existe des régles plus ou moins empiriques qui, dans une certaine mesure, permettent des

transpositions entre les deux méthodes. Ces régles lient les Rf et les facteurs de capacités K.

Pour avoir une comparaison valable, il faut :

- que la phase stationnaire utilisée en CCM soit la plus proche possible de celle projetée en
CLHP.

- que la phase mobile possede les qualités exigées en CLHP. C’est une approche peu onéreuse
qui fait gagner du temps.

VII - UTILISATION DE LA CLHP.
1 - Analyse qualitative.

Le temps de rétention est caractéristique d’un soluté dans des conditions expérimentales
déterminées : c’est un €lément de décision.

Comme il est possible de recueillir le produit 4 identifier au moment de Papparition de son pic
d’¢lution, on possede, 13, une technique semi-préparative ou préparative ( avec certains types
de colonnes), pour analyser des produits purifiés chromatographiquement par d’autres
méthodes d’analyses comme la Spectrométrie de Masse, I'Infra-Rouge ou la RMN.

2 - Analyse quantitative.

Les méthodes sont identiques a celles de 1a CPG.(cf. ce chapitre)
VIII - APPLICATIONS

- Etudes pharmacocinétique (AMM)

- Surveillance des traitements (antiépileptiques, certains antibiotiques, INH,....)
- Toxicologie d’urgence (barbituriques...... )



- Lipides totaux, acides gras, phospholipides,....

- Stéroides (cortisol, aldostérone, oestrogénes, androgenes)
- Glucides (séparations des sucres)

- Amines biogenes (adrénaline,....... )

- Acides aminés (analyse séquentielle des protéines)

- Peptides (antibiotiques polypeptidiques, hémoglobines)

- Acides nucléiques

- Porphyrines

-Vitamines

IX - CONCLUSION

C’est une technique de routine pour les laboratoires industriels et hospitaliers comme la CPG.
Elle présente ’avantage sur cette dernire de pouvoir analyser des molécules de plus haut poids
moléculaire et assez polaires sans traitement chimique de I’échantillon, mais sa sensibilité est
plus basse.
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Applications pharmaceutiques

Anti-inflammatory Drugs

Benzodiazepines

Cardiac Drugs

Figure A— Aspirin Combined with
Commonly Used Anti-inflammatory Drugs

SUPELCOSIL LC-8-DB Column
Aspirin
Ptroxicam

Sulindac
Ibuprofen

Min.
209001-0003
SUPELCOSIL LC-18-DB Column
Piroxicam
Aspirin
Sulindac
Ibuprofen
o 8
Min.
209001-0004

3.3cm x 4.8mm columns (3um packing) with Supeiguard™
guard columns, Temp.: 25°C, Mobile Phase: methanol: ace-
Tonitriie: 10mM KH,PO, + SmM DTEA (pH 6.1), 15:34:51, Flow
Rate: 2mi/min., Det.: 220nm UV, Sampie: 10u! mobile phase

containing 50ng each drug,

SUPELCOSIL™ LC-8-DB

3x3 column, 3um packing, 3.3cm x 4.6mm
Cat. No. 5-8976

SUPELCOSIL LC-18-DB

33 column, 3um packing, 3.3cm X 4, 6mm
Cat. No. 5-8978

Antipsychotics
Figure B--Easily Monitor Antipsychotic
Drugs at Normal Minimum Dosage Levels
Minimum Serum
Dossge Blank
Lawnis
 §
' Thioridazine (6.2n)
f Sutforidazine {12.5nq)
Mesoridazine (12.500)
H . L 4 J “Ao—.l\-—_'-_.
Fila'e'is 048"
Min. Min.
909200-0109 909200-0110
SURELCOSIL LC-SI, 25cm x 4.6mm, Col. Temp.. amb. Mo-
bile Phasa: h hioride: 1anot, (70:20:10)
w/0.002% memylamme F!ow Rate: 2mi/min., Det.: 263nm
UV, 0.008 AUFS Sample: 100xl.

Figure C -8 Benzodlazepines
Analyzed Simultaneously

Demoxapam

Nitrazepam (int. 51d)

N-O brasl " ik
Y

N-Desmethyldiazepam

Temazepam

/ Diazepam

908200-0111
SUPELCOSIL LC-8, 15cm x 4.6mm, Mobile Phase: methano-
l:acelonitrite: 0.1M ammonium acslate (pH (o 6.0 with acetic
acid), 26.5:16.5:57 (v}, Flow Rate: 2ml/min., Temp.; 30°C,
Det.: 245nm LIV, 0.04 AUFS, Sample: 40ng each analyte.

SUPELCOSIL LC-8 Column
Sum packing, 15cm x 4.6mm
Cat. No. 5-8220

Cholesterol-Reducing
Agents

Figure D—Probucol on a 3.3¢m Column,
According to USP Methodology
Relative Astention

5 1
H—

Degradation
Product

1

1
‘l,l_‘l‘l

{
4

910100-0023
SUPELCOSH. LC-8, 3.3cm x 4.6mm {3um packing), with
Supeiguard guard column, Mobile Phase: acetonitrile:water,
85:15, Flow Rate: 2m!./min., Det.: 242nm UV, Sample: 154! of
mobile phase containing approx. 1.12ug probucol.

SUPELCOSIL LC-S! Column
Sum packing, 25¢cm x 4.6mm
Cat. No. 5-8295

SUPELCOSIL LC-8

-3x3 column, 3um packing, 3.3cm x 4.6mm

Cat. No. 5-8975
T .

Flgure E—j-Adrenergic
Blocking Drugs within Classes

Pindolol [10ng) Acsbutolol (Sng)

Matoproiol (20ng}
Nadoiol (3.3ng) )
Gxprenoiol (20ng)
| S '
[} 1 3
. ; 906200-0113
i (Sng)| Nitedipé ﬂiﬂﬂl
Udoﬂnm (10ng}

Flunarizine {1 0ng)

. - 900200-0114
SUPELCOSIL Lce DB 15m x 4.86mm, w/Supelguand™
LC-8-D8 guard column, Col. Temp.: 35°C, Mobile Phasa:
acetonitrile: 0.02M XH,PO, {pH to 3.0 with H,PO,), 100ul
triethylamine addad/L (final pH 3.15), 30:70 {top) or 50:50
(bottom), Flow Rale: 2.0mUmin., Det.s 220nm UV, 0.01 AUFS:

SUPELCOSIL LC-8-DB Column
Sum packing, 15cm x 4.6mm
Cat. No. 5-8347 -

Cardiac Drugs

Figure'F —3x3 Column Provides
Fast, Efficient Analyses -

Nadolol, 50.9/m|

Timoio| malaate, la‘lmmi

O
n

Min,

’ 910100-0022
SUPELCOSIL LC-18-DB, 3. Jomx £:6mm (3um packing), with
Supelguard guard column, Mobile Phase: methanol: 0.08M
Na H,PO, (pH 2.8),'40:60, Fiow Rata: 1.8mVmin., Del.: 270nm
UV, 0.0168 AUFS, Sample: 10ul, drug concentrations on figure.

SUPELCOSIL LC-18-DB -
3x3 column, 3um packing, 3.3cm x 4.6mm
~ Cat. No. 5-8978




CHROMATOGRAPHIE PLANAIRE

On P’appelle aussi chromatographie sur couche mince (CCM).
Cette méthode s’est développée en raison, principalement, de sa simplicité et de sa rapidité.

I - DESCRIPTION DE LA METHODE

On utilise une couche mince de substrat solide, répartie sur une plaque de verre. Le substrat est
mis en suspension dans de ’eau (acidifiée ou alcalinisée). Cette suspension est €talée sur une
plague de verre en une couche mince d’épaisseur uniforme de 1’ordre de 0.3 mm. Les
composés A séparer sont déposés 2 la surface de ce film solide a un cm du bord.

Le mélange de solvant est placé dans la cuve fermée, suffisamment longtemps a 1’avance, pour
que I’atmosphere de cette derniere soit saturée par les vapeurs de solvants (une a plusieurs
heures). La plaque de verre est alors introduite dans la cuve et maintenue verticalement par un
support, son extrémité plongeant dans quelques mm de solvant.

Ce dernier s’éleve le long de la couche mince par capillarité et on arréte la migration lorsque le
solvant est 2 une hauteur suffisante. La plaque est séchée et on mesure les Rf des composés
révélés, par fluorescence, par radioactivité s’il s’agit de molécules marquées au carbone 14 ou
par une réaction colorée caractéristique développée sur la plaque apres pulvérisation d’une
solution d’un réactif. On peut ,aussi, ajouter un sel fluorescent a la phase stationnaire. Il suffit,
alors, d’éclairer la plaque avec une lampe 2 vapeur de mercure pour voir apparaitre des taches
sombres aux endroits ou se trouvent les composés qui absorbent la radiation excitatrice.

I existe aussi des systemes de cuve horizontales. (figure 1)

II - SYSTEME DE PHASES.

a - Phases stationnaires :

- le gel de silice

- le Kieselguhr (terre silicée)

- I’alumine

- la poudre de cellulose (DEAE-cellulose, basique)

- comme en CLHP, il existe des silices greffées par des chaines aux structures variées
attachées par des fonctions covalentes aux fonctions silanols de la phase (des groupements
alkyles : RP-2, RP-8,RP-18, des fonctions organiques comme les groupements cyanopropyles,
aminopropyles)

Ces phases sont additionnées de 5% de plitre pour assurer I’adhésion sur la plaque.

b - Phases mobiles
Ce sont des mélanges monophasiques de plusieurs solvants de constitution tres variable.
Exemples : phase normale hexane/acétone 80:20 v/v, phase inverse acétone/eau 60:40 v/v



" chambre de développement horizontale

1 - plaque CCM, couche tournée vers le bas
2 - contre-plague pour la configuration sandwich
3 - augettes
4 - lames de verre
5 - plaque de verre recouvrant
la chambre de développement

1 - plaque CCM FIGURE 1

2 - vapeur de solvant
3 - éluant

Figure.5.2 - Chambres de développement. a) cuve horizonlale; b) cuve classique
. (reproduit avec I'autorisation de la société Merck).

~Zones ou la couche mince a été
grattée-

-/Substance récupérée
- / l

m47/ Substance révélée
A

.

FIGURE 2

Z.ones revélée

»



III - MECANISME DE LA SEPARATION.

Selon la nature des phases stationnaires et mobiles utilisées, la séparation peut étre due a :
- un phénomene d’adsorption sur le support

- un phénomene de partage avec le solvant

- un phénomene d’échange d’ions

Dans la plupart des cas, plusieurs mécanismes se superposent mais 1’un prend le pas sur les
autres. 11 faut tenir compte :

- de la nature des substances a séparer (caractere acide, neutre, alcalin, amphotere)

- de la phase stationnaire qui peut étre activée ou désactivée par des traitements
préliminaires, de son caractére (acide, neutre, alcalin) et qui peut réagir avec les solutés.

- de la phase mobile ( pouvoir de solvant vis a vis des composés).

En général avec :

- le gel silice, il y a adsorption et partage

- le Kieselghur, il y a partage

- I’alumine, il y a adsorption

IV - APPLICATION QUALITATIVE. EXPRESSION DU Rf

Au départ, le mélange est déposé sous forme de petites taches circulaires et chacun des
composants migre avec une vitesse qui dépend de son coefficient de partage. A la fin, on
obtient des taches plus ou moins circulaires, symétriques et élargies.

Par définition :

Rf = Ds/ Df

Ds = distance parcourue par la substance
Df = distance parcourue par le front de solvant mesuré a partir du centre du dépot.
Si Vs et Vm sont les volumes de phase stationnaire et mobile contenus dans la plaque, on peut
exprimer Rf en fonction du coefficient de partage corrigé
K’ = kVs/Vm (K=coefficient de partage) :

Rf=1/(1+K’)
En fait le coefficient K’ n’est pas constant tout au long de la migration car le volume de phase
mobile absorbé diminue avec la distance. Si dv, décroit, K’ augmente et le Rf mesuré est plus

faible que le Rf théorique

Rf théorique = k Rf mesuré. (k= 1.1 2 1.5)



On utilise aussi les Rx mesurés par rapport 2 un étalon X car cette valeur est plus reproductible

que les Rf.
La méthode est applicable A des quantités de I’ordre du micro gramme.

V - APPLICATION QUANTITATIVE

On procede par densimétrie sur la plaque ou on partage celle-ci en trois parties inégales. Sur la
plus large, on dépose une bande du mélange pour augmenter la quantité recueillie et, sur
chacune des deux autres, une tache qui servira a révéler. On gratte le centre de la plaque
(préservé du réactif) et on extrait ’éluat avec le minimum de solvant possible pour 1’analyser
par spectrométrie de masse, RMN, IR,... .etc. on peut recueillir ainsi plusieurs milligrammes
de substance. (figure 2)

VI - AVANTAGES DE LA METHODE

a - la séparation est rapide

b - la robustesse du substrat autorise I’ utilisation de révélateurs comme 1’acide sulfurique
concentré, I’acide phosphorique chaud, le permanganate de potassium en solution sulfurique,
I’anhydride chromique,.. etc. pour les réaction de caractérisation.



"SPALIDD 12 {uonired) anbiseq suol,p
sanbigionu sapioy suol,p sbueyoy no apIoy sasnabueyds seuisgy
SSUOAB| 8 (suor,p sabueyoy) ,tubw:_ annapn sapiweAjod
S1UBIOJOY "S8p’IB-OUIUYY (suoi,p mum:m:owv uonnuted 3INN annapN (aspnodj asoin|jan
$9p14goA6 ‘seb sapioy uopndiospy ARAE winiojed ap aleyng
' ’ . swslqiey '
jnoe
51019Yd0201 ‘Sap1oudl0Ie]) uondiospy [1uswsajqieq | anbiseg wnid|ed ap apAxoipAH
sa10ng uoniied J1308U| a11naN Jynbjasary
sap10491g (suo),p sabueyoy)
‘sanbiseq saoueisqng uonjued) uondiospy e m:.ummwm Uy
$91Nn0) Juawanbnel (suoy,p sabueydg) l T
1oy 3 ed uoneg-uoNdIoSPY 3V apoy m.o_zm 3p |89
uoijesedys e| suep weqiospe -
sag.iedas JURUBAIRIUI SBLISIURIPIN Jl0Anod _Homwm,_ aoujw 3yoNod
Sa0URISqNG ) , e} ap ainieN

sa19udo1g

Eocmtoa:._:v sujows jualuasaad sasayiuased asus sanbipul sswsjuedgul saj)

$89stj1In saguiw mm_._osoo mw_ma_cc:n sap s@19lsdoay




TLC Plates for Reverse-Phase and Normal Phase TLC

. Determine Polarity By Eluant Selection

Tetracyclines
0.8 -

4 5 Concentrations of 0.05% each
h H 1, Anhydrotetracycline
2. 4-Epianhydrotetracycline
3. Chiorotetracycline
4. Tetracycline
5. 4-Epitetracycline

UM

TLC Piate: Silica Gel RP18/UV,,,
Catalog No: 811071
Eluent: 0.5M Oxalic acid/Methanol/Acetonitrile, 8/2/2 (viv/v)
Migration Distance: 7.3cm in 25min
Sample Volume: 250mL
Detector: Dual wavelength scanner 450/600nm
Activate layer at 105-110°C (Smin)

T 03
W

0.4 —

Barbiturates

1.2 —
1.
Concentrations of 6.5% each
0.8 — 1. Revonal
2. Prominal
3. Luminal
0.4 —
D-SMJ
0.0 —

TLC Plate: Silica Gel RP18/UV,,
Catalog No: 811071

Eluent: MethanolWaler, 45/55 (v/v)
Migration Distance: 8.5cm in 35min
Sample Volume: 1ul

Detector: UV 254nm

Chromatogram of DOPA Samples

TLC Plate: Chiralplate
Catalog No: 811058

1. L-DOPA

2. D,L-DOPA

3. D-DOPA '
4. 3% L-DOPA in D-DOPA
5. 3% D-DOPA in L-DOPA

Sample volume: 2ul. of a 1% solution

Developing solvent: CH,OH, 0.1N HCI 11 )
Methanol, Water, Acetonitrile (50:50:30 V/V/V)

Developing time: 45-60 minutes

Visualization: 0.1% Ninhydrin Spray Solution

£r
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LES GRANDS PRINCIPES

La chromatographie

Aller a
I'essentiel

#ll Les chromatographes

ont beaucoup évolué ces demidres
anndes, dans le sans d'une
amélloration de performances
mais aussi vers une pius grande
simpiicité d'utiiisation. Autrefois
réservé aux [aboratoires, cet outll
exige un grand savoirfaire et ||
voit s'étendre ses applications
dans I'analyse chimigue en ligne
sur les procédés de fabrication
industriels.

Les appareillages proposés sur le
marché font appel a une large
diversité de techniques, qu'll n'est
blen évidemment pas question de
détalller icl,

Cette Fiche est dans I'esprit de
cefles publlées jusqu’lci. Elle n'a
d'autre objectif que de vuigariser
et ne s'adresse pas aux
spécialistes de ia
chromatographie. Elle intéressera
ceux qui en avaient entendu
patier.. sans oser en demander
plus.

L 4
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~ a chromatographie est
* une méthode d'analyse
chimique basée sur la
paration d'un composé
en ses divers constituants. Cértains
attribuent son invention 2 Runge en
1855: il eut en effet.1'idée d'utiliser
les propriétés ‘de diffusion d'un pa- .

. .pier absorbant pour séparer les.:

constituants d'ine solution..

Mais le nom de chromatagmphze '
("description par 1a couléeur”) est appa-
ru beaucoup plus tard, en 1903 exacte-
ment, et c'est au botaniste russe Tswett
qu'on le doit. 1! eut I'intuitiori de filtrer
de la chlorophylle en solutior; dans.
'éther de pétrole A travers une colonne
remplie d'adsorbant, et observa que les
composants se déposaient de haut en
bas dans la colonne, et ceci.en formant -
des zones colorées.bien séparées.
Cette découverte n'eut pas immédiate--
ment les prolongements que I'on pouvait
en attendre. Elle fut en effet redécou-
verte entre 1930 et 1940 et connait de-
puis un développement continu,

. D'une maniére générale, la chromato-

graphie utilise les différences entre les

_ constantes d'équilibre des constmlants

d'un mélange lors de leur pamige entre
une phase mobile dans laquelle ils sont
solubles et une phase fixe ou station-

. nazmqmexercesmeuxmeﬂetmtar—

dateur
Une ‘sepdrailbn .pour commencer

Voyons tout cela sur un exemple.
Considérons un mélange de deux consti-
tuants A et B dissous dans un solvant
S. Introduisons cette solition au som-
met d'une colonne contenant la phase
fixe, La quantité A + B doit étre trés
faible par rapport A ce. que peut retenir
la totalité de la phase stationnaire. Les
deux substances se fixent alors par

. échange en haut, de la colonne, sur une

.tres faible longueur. I se forme ainsi une
zone ayant les mémes proportions de
A et de B que la solution.

Par la suite, la colonne sera sournise 2
une percolation par un solvant (qui peut
étre identique 4 S, mais cela n'a rien
d'obligatoire). Cette étape, appelée élu-

. tiom, se traduit par une migration de la

‘zone vers le bas de la colonne. Le sol-
vant frais (ou éluant) dissout en effet
progressivement les substances fixées

._. .

A+l |t

Ereal ot Y

/

S § S
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Y
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e Facteur de capacité
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Le facteur de
capacité constitue

un parameétre
important pour
caractériser la
rétention d'un
cCoOmposé par une
colonne de
séparation.

sur 1a colonne pour les abandonner un

peu plus loin sur les portions viergesde-
celleei Cesédxangmtsepmuantra-,»
vers de chaque grain de phase station-’

naire et sont régis par les cmmcxe,nts de
partage de A et B. Ceux-ci n'ayant au-
cune raison d'étre identiques, la vitesse
de migration de la zone est différente
pour ces deux composants. La colonne

se'charge progressivernent en A vers le

bas, si c'est A qui ale coefficient de par- |

tage le plus favorable 3 la dissolution

dans la phase mobile, et en B vers l'ar- -

riére. Bientdt, la zone se dédouble et la
séparation est effective entre A et B.
Une technique, parfois utilisée au niveau
de la préparation, consiste 2 isoler ef-

fectivement, en les sortant de la colon-

ne, les sections conténant les produits
séparés, et A extraire chacun d'eux par
un solvant convenable. Mais, dans la ma-
Jorité des cas, on procéde au dévelop-
pement par élution. On fait passer une
quantité suffisante d'éluant pour que le
contenu des zones A et B, lorsque celles-
ci sont parvenues au bout de la colonne,
y soient détectées, puis éventuellement

Gueityues définitions

o
De nombreux paramétres sont utilisés
pour-caractériser une analyse par chro-
matographie.

LRI A 5 S e, F i, T R

'Ibnfpi 'de rétentiou. Le temps ¢5 que
-metunesubmace del'injection jusqu'a

1a sortie de la colonne, s'appelle temps
de rétention. Le temps de rétention dé-
pend beaucoup de I'éluant, antrement

" dit de la phase mobile. Ainsi, un consti-

tuant peut étre plus ou moins retenu par
I'ajout d'un éluant d'une plus grande for-
ce. De plus, la rétention d'une substan-
ce dépend du choix de la phase station-
naire.

Sila quantxte d échanullon-uuectée est
suffisamment petite, on obtient pour
chaque composé élué un pic symétrique
et gaussien. Le témps de rétention est le
temps qui s'écoule entre l'instant d'in-
Jjection du'mélange et I'instant corres-
pondant au soinmet du pic.

"La hauteur du pic permet d'obtenir la
‘concentration de la substance éluée. |
Les molécules du soluté ne passent pas _

. tout le temps tR dans la phase station-

naire. Elles consacrent le temps tm 2
parcourir les vides et interstices de la co-
lonne. En pratique, cette durée comporte
également le temps de balayage des vo-
lumes de I'injecteur, du détecteur et des
tuyaux de raccordement, volumes qu'il
convient de réduire au maximum, mais
qui ne peuvent étre completement éli-
minés. Ce temps tm, qui est en quelque
sorte le temps de rétention d'un com-
posé non retenu, est appelé temps mort.
En soustrayant ce temps mort ¢,, du

$PORCROORRASITIPSICEOIORLIRAQNIOIIVIOIOOOLETS ‘.l..'..'..... llllllll

ssve -

temps de rétention {p, on obtient le
temps de rétention relatif t)y, appelé
aussi temps de rétention réduit. Ce
terps ¢j mesure le temps passé par la
substance surla phase stationnaire, et il
est donc lié au phenoméne de réten-
tion proprement dit.

Surface du pic. Les autres éléments im-
portants d'un chronogramme sont Ia lar-
geur w de la base du pic, la largeur §
du pic & mi-hauteur et Ia surface du pic.
Pour obtenir w, il faut tracer la tangen-
te 4 chaque pente du pic et repérer I'in-
tersection de ces tangentes avec la ligne
de base: w est le temps qui sépare ces
deux points. - -

De méme que la hauteur H du pic, la sur-

* face S du pic permet de mesurer la

concentration de la substance. Ces pa-
rametres sont inter-dépendants. Onaen
effet S = H.§. La surface du pic est uti-
lisée dans le calcul quantitatif,

Le facteur de capacité. Afin de pou-
voir comparer les chromatogrammes de
séparations obtenues sur des colonnes
différentes avec des conditions d'éluants
différentes, on utilise une grandeur sans
dimension appelée facteur de capacité,
qui permet de s'affranchir des para-

i - IH
[ =
2
8
£
1 @ | _—temps
- Nombre de piateaux
théoriques :
N = 16( 554(3)

Le nombre de plateaux
théoriques permet de mesurer
" :fﬁcaclté d.ul?le colonne I
chromatographique. Pour le
calculer, Hl faut effectuer des
mesures sur les pics du
chromatogramme. L'allure de
chaque pic varlant d'un
composé a 'autre, le nombre de
plateaux théoriques dépend du
composé auquel on s'intéresse.

.
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meétres géométriques d'une colonne.
Dénommé &', le facteur de capacité est
défini trés simplement A 1'aide de la re-
lation &' = t'p/L,, dans laquelle ¢'; désigne
bien sir le temps de rétention réduit et
t, le temps mort.

Au lieu d'utiliser le temps dc rétention
et le temps mort pour définir le facteur
de capacité, on peut utiliser le volume
d'élution V d'un composé et le volume

vant). k' est alors obtenu par la relation
k'= (V- V)NV, etil correspond au rap-
port entre la quantité de soluté dans la
phase stationnaire et la quantité de so-
luté dans la phase mobile. 11 caractérise
donc bien la rétention d'un composé.
Lorsque &' = 0, le composé n'est pas re-
tenu sur la phase stationnaire.-Lorsque

A Y P PP T T ey

rale pour les faibles valeurs de &', cela si-
gnifie que les composés ne sont que trés
peu retenus sur la colonne. Les pics cor-
respondants sortent trés preés du pic iner-
te. Le domaine optimal de séparation se
situe pour un k' variant de 13 15.
Nombre de plateaux théoriques.
L'efficacité d'une colonne est démontrée
lorsque tous les pics du chromatogram-
me apparaissent séparés. Une mesure
quantitative de cette efficacité est don-
née par le nombre de plateaux théo-
riques.

L'appellation de ce terme mérite une ex-
plication. Au lieu de considérer le dé-
placement réel, continu, de la phase mo-
bile, on admet que celle-ci progresse par
transferts successifs et se met en équi-
libre avec la phase stationnaire entre

couper fictivement 1a colonne en un cer-
tain nombre de zones ou les équilibres
sont réalisés et que l'on appelle plateaux
théoriques. La théorie établit que, aprés
un certain parcours dans la colonne, les
pics d'élution peuvent étre assimilés 3
des courbes de Gauss, dont I'écart-type
o (exprimé en unités de temps) est lié
au nornbre N de plateaux théoriques par-
courus, suivant la rejation g2 = tg?/N. En
utilisant les caractéristiques de la cour-
be de Gauss, on peut calculer le nombre
N de plateaux théoriques en mesurant
1z largeur du pic & 1a base du pic (w), ou
bien la largeur A mi-hauteur (). On a:
N = 16(tg/w)? = 5,54(t/8)2

Etant donné que 'on obtient avec une
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d'élution V,, d'une substance inerte (sol-

k' est inférieur 2 1 et d'une fagon géné- -

deux transferts, ce qui permet de dé-.

La résolution est
un parameétre

. permettant de
définir ila qualité
de ia séparation

entre deux pics.

colonne efficace des pics pius fins, donc
avec des largeurs w et 6 plus faibles, Ia -
valeur de N sera plus importante que sur
une colonne non efficace (du moins
pour un méme temps de rétention)..

La résolution. Le but d'ane analyse ..

chromatographique est: d'obtenir, dans- -
un temnps le plus court poss:ble des pics
séparés.: La séparanon éntre deux pics:
est d'autant meilleure que la résolution
R est grande. Par définition, la résolution
est le quotient entre la différence des

temps de rétention entre deux pics et-

la moyenne des largeurs de cespics ala

CHROMATOGRAPHIE
_ en phase gazeuse en phase fiquide
sur colonne de surface

[ - CCM cP

adsorption panage echang edtange excl
(CLS} 'bns useon

CLS . : chromatographie liquide-solide
.CCM : chromatographie sur couche mince
CP : chromatographie sur papier.

La chromatographie peut avolr
de multipies varilantes. Les
appareils falsant appel a des
colonnes pour séparer ies

. eompooéasontdololnlesplus

répandus.
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base Dans les bonn& séparauons, le
valeurs de R sont supérieures 3 1. De -
valemsplw grandes que 1,5 ne sont p:
tomouxs recherchées car cela ne fai
qu' augmenter le temps de I'analyse €
n'apporte aucune information supple
mentaire mtéxmsante. Méme des valeur

deR=0 5 permettent encore de donne

des informations sur le nombre de con
posés, mais ne permettent plus dele

.quantifier correctement.

Pour mesurer 1a qualité d'une séparatior

_on utilise aussi le facteur de sélectivit
" a, défini comme étant le rapport entr
e leswmpsderémuonre!anfst dedew

pics. _ .
De multiples techmques...

On dlstmgge deux grandes classes d:
chromatographie, 1a chromatographi
en phase liquide et la chromatographi
en phase gazeuse. Dans le premier cas
la phase mobile est un liquide ; dans |
second, il s'agit d'un gaz La chromatc
graphie en phase liquide (CPL) est ap
parue en 1903, bien avant 1a chromatc
graphie en phase gazeuse (CPG), qui
été inventée en 1951.

A ces deux classes est venue s'ajoute:
ces derniéres années la chromatogra
phie supercritique, pour laquelle la pha-
se mobile est "supercritique” (ni liquide
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Fluide
Supercritique

ni gazeuse). Celle-ci a été iriventée en

1962 par Klesper et ce n'est qu'en 1982

que le premier du'omatographe super-
cntmueafmtson appandon sur le mar-
ché.

Oya plus!euxs dttféxenca essentielles

entre la chromatographie en phase li-.
quide (CPL) et la chromatographie en.
phase gazeuse (CPG). La premiére, Clest’

que les coefficients de diffusion dans ies

liquidessont 104 3 105 fois plus petits que
dans les gaz. Du coup, l'efficacité des co-
lonnes de1a CPL est a priori moins bon-
ne et les séparations prennent pius de

est environ 100 fois plus grande que cel-

le des gaz. La perte de charge est donc .

plus importante en CPL qu'en CPG, et
les pressions nécessaires pour réaliser
I'injection sont pius importantes.
Ajoutons que Ia CPL travaille A une tem-
pérature bien moins élevée que 1a CPG,

.et se pratique le plus souvent 3 la tem-

tennsabovesovovsnssscsrnens A L R R R LRk L T T R )

pérature ambiante. Il n'y a donc pas de
transformation chimique des solutés
alors qu'en CPG on observe parfois des
réactions d'isomérisation, de pyrolyse
ou de polymérisation.

Pendant longtemps, la CPG a pris le des-

SAP020I640RTIVIEETISVANLSRIOD00INNEPINETEPEIRIONNG004000000000000000000 .o e

sus sur la CPL, parce que plus simple,
souvent plus rapide et plus sensible. La
chromatographie en phase liquide n'en
a pas moins fait des progrés considé-
rables grice A la miniaturisation des co-
lonnes et 1a détection en continu des
fractions. Par ailleurs, la préparation de
I'échantillon avant son injection est sou-
vent plus simple qu'en CPG. Ceci étant,
elle souffre encore de I'absence de dé-
tecteurs aussi universels que ceux utili-
sés pour 1a CPG.

Quant 4 1a chromatographie supercri-
tique, compiexe A utiliser, elle est restée
cantonnée jusqu'ici aux applications de
recherche

r ...complémentaires
" La chromatographie en phase liquide est

bien adaptée 2 I'analyse de substances
peu volatiles, notamment celles dont la
masse moléculaire est importante et les
substances ionisées. Elle convient éga-

. - lement bien dux substances thermola-
- biles, c'est-3-dire aux molécules sen-

siblés A une élévation, méme modérée,
de la température (ce qui est le cas de
nombreux composés organiques ou d'in-
térét biologique). La liste des composés
analysés par ia CPL est immense : citons
les pirotéines, les acides nucléiques, les
vitamines; les produits pharmaceu-
tiques, les lipides, les colorants, les

drogues, les pesticides, les acides ami-
_nés, lés stéroides, les polyméres syn- -
thétiques, les liquides physiologiques, les

explosifs et propergols, les produits chi-
miques indum'iels les prodmts pétro-

'hersew. ;

‘Le champ d'apphcauon de la chroma-
ap * tographie en phase gazeuse est lui aus-
Autre différence, la viscosité des liquides

st immense : les liquides vaporisables

correspondent 2 la majorité des appli-

cations, .

Pour ce qui est de la chromatogmphxe
supercritique enfin, elle se révéle inté-
ressante pour les molécules thermola-
biles, les molécules "chirales" (qui ont
les mémes propriétés physiques mais
des propriétés chimiques différentes) et
pour les molécules polaires.

Sources : Encyclopédie Universalis, ou-
vrages de Rosset/Caude/Ardy et

Tranchant parus chez Dunod, catalogue ‘

Merck.
' Jean-Francois Peyrucat
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De multiples
meéthodes de
détection
Une des r.alsnns du succés de la
chromatographie en phase
gazeuse est qu'll existe de
nombreux procédés de détection
des variations de composition d'un
effluent gazeux. Parmi les
détecteurs, les catharométres, qui
mesurent la conductibilité
thermique du gaz, sont panmi les
plus utilisés. On emplole aussi trés
couramment les détecteurs 3
lonisation de flamme, basés sur la
formation d'lons collectés au
moyen de deux électrodes. Les
détecteurs thermo-loniques
utllisent un principe assex
sembiable (on ajoute un composé
alcalin dans ia lamme). Cltons
aussl les détecteurs i capture
d'électrons, basés sur une
lonisation du gaz vecteur par une
source radioactive. Il existe aussi
les détecteurs 3 photométrie de
flamme, les détecteurs 3
lonisation d’argon ou d'hélium, les
détecteurs électrochimiques, les
détecteurs a spectroscople
infrarouge et bien d’autres, Le
" couplage CPG-spectrométre de
, masse est en plein essor : celulct
-, permet, outre la détection des
fractions,l'ldutﬂﬂuﬂondes
" produits par leur spectre de masse
ou par e pic ie plus fourd.
La chromatographie supercritique
utflise ies mémes types de
détecteurs que [a CPG.,
- Quant a la chromatographie en
.phase fiquide, ia détection des
* fractions est le plus souvent faite
par absorption UV (uitraviolet) ou
par réfractométrie. On trouve aussi
les détectaurs a absorption IR
{Infrarouge) et visible, les
détecteurs fluorimétriques, les
détecteurs électrochimiques, les
_détecteurs radioactifs, les
détecteurs 2 émission de flamme,
les détecteurs par diffusion de la
lumidre. On trouve aussi je
coupiage CPL-spectrométre de
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SPECTROSCOPIE
ULTRAVIOLET VISIBLE



ENERGIE ELECTRONIQLE
SPECTROSCOPIE ULTRAVIOLET VISIBLE

Le domaine de La spectroscopie ultraviofet visible conrespond d des
tnengies plus impontantes que £'infra rouge. Ce sont Les niveaux d'Znengie
dlectronique qui sont concernds. le domaine des Longueurs d'onde conrespond
a 2'intervalle de 800 & 400 rnm pour Le visible, 400 2 200 nm pour L'ultra-
violet "quantz" et au-defa de 200 rnm pour L'ultraviolet Lointain.

En spectroscopie pratique classique Le domaine accéssible comrespond 2

L' intervalle

200 nm ~

800

Pour analyser dans Le visible Les cetlufes peuvent itrne en verre ; dans
2'ultnaviolet "quantz” Les Btudes n¥cessitent L'utilisation de fa silice

(transparente en rayonnement ultraviofet).

[) THEORIE

Lonsque des atomes forment une Liaison chimique Leuns Electrons
occupent une nouvelle orbitale : une oabi/talé moféculaine.
Rappelons qu'il existe des onbitales Liantes, antiliantes et non Liantes.
A une onbitale Liante de faible Enengie correspond une onbitale antiliante
de tn2s haute énergie formant £'état excifi.
12 existe donc des onbitales Liantes o et m
et antiliantes o et T



Leaqélectnbna de valence qui ne participent pas 2 £a Liaison sont
des Electrons n (non Liants). Uans Les molZcules organiques, on Les ren-
contre principalement dans Les onbitales axbmiqueb de £'azote, de L'oxy-
glne, du sougre et des halogzuhb. | '
La a8partition en Enengdie de ces differentes onbitales esi reprisentie
sun La 44g. | ( )

K A T ’

#—— 1'[*
n
e R B N 1

Les thansitions Electronijues sont dues & £'absorption d'un quantum
d'Enengie U.V visible par des ZLectrons des onbitales n mwouo et



ad

Leur passage & une onbitate antiliante d'énengdie supirieurne.
Les thansitions possibles sont donc Les sulvantes

+ 'y L ¥
0—>0 ; N—yd; TW—PFX s N —>» T
La §ég | ) montre qu'au point de vue énengltique Le classement par AE

croissant est Le suivant :

Le classement en Longueur d'onde décroissante pour Les maxima

d’absonption est domc Le méme

max . max max max

Prenans_gquelques exemples

- Les hydrocarbures saturis ne possddent que des chaines carbonZes

et donc que des orbitates o .

Los seules transitions possibles sont des transitions o —» o

Cos transitions de tnds haute &nergie sont responsables d'absorption
dans L'ultraviolet Lointain.

ex : propane : 135 mm,
N'absorbant pas dans L' UV quantz, ces composis constituent de bons solvants

pour La spectroscopie UV classique.
- Les composds comme Le méthanol CHy — OH ou La trniméthylamine

(CHy) 5 — CHNH, possedent des onbitales o, of et n (sun L' hetéro-atome)

il existe donc des trnansitions n —> 5



A = 183 m M&thanol

A s 227 mm Triméthylamine

max

- Les denivés carbonss insaturds possddent des orbitales = et «

+

et présentent des transitions T—> T

Butadiene lmax 217 nm

|
|

- Los donives insaturds & hittro-atome prisentent des orbitales =
* et n et prisentent des transitions x —» x et n—>
La mamww»t n—>s v apparait 2 fLa pfus grande Longueur d'onde
et prdsente une absorptivits molaire faible.

3
r— _xml‘)Om e : 1000
C=0
/ n—s v A 20nm e 14
CH3

b

II - NOMENCLATURE DESCRIPTIVE

Les bandes d'absoaption qui apparaissent sur Les spectres UV visibles
peuvent étre dénomméas de fagon descripiive par Les Lettres E, K,' B‘,‘ R.

Les bandes E ou Ethyliniques apparaissent dans Les dénivés insaturés.
ELLes connespondent & des transitions = —» x' d'intensité fonte (e grand)
On Zes nencontre aussi dans L'absoaption du noyau benzinique.

> %
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Les bandes B ou Benzénoides, sont visibles sun Les spectres de composis

possédant un noyau aromatique. ELELeS comnespondent & des transitions

+
m "'4 T ™
Les bandes R ou Radicalaires correspondent aux transitions de faible inten-
sité n—> 7 lctones, aldShydes, ete ...)
Enfin Les bandes K (Konjugviate) ou de conjugaison apparaissent dans Les

dénivés ol ex&té. une confugaison

exemple

Pan ondre d'énengie croissante £'ondre des bandes est R BKE
par ondre de fLongueur d'onde crodissante L est EKBR
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111 - GROUPEMENTS CHROMOPHORES ET  AUXOCHROMES

a

Un groupement chimique susceptible d'absonben dans Le domaine UV-
visible est un chromophore (qui ponte La couleur)

ex.: Le gaouhemmt carbonyle est un chromophore.

Des groupements fonctionnels comme OH ; NH,, qui possident des Elec-
thons non Liants, mais n'absorbent pas au-dessus de 200 nm et qui Li8s
a un chromophore en modifie Les caractiristiques d'absonption sont des
Auxochromes .
128 peuvent modigier L'absonption en position ou en intensitt.

- position : 84 Le glissement de La bande d'absorption a Lieu vers
Les grandes Longueuns d'onde, fLe glissement est Bathochrome

'L a Lieu dans fLes countes Longueurs d'onde, i est

Hypsochrnome.

u 3
- Intensitt : Si L'intensits est augmentie, L'effet est hyperchrome.
Si L'intensitt est diminude, L'effet est “hypochrome.

s batho

LONGUEURS D'ONDE -




IV - FACTEURS MODIFIANT LA POSITION DES BANDES D'ABSORPTION

A - EFFET DE pH
En transformant La stucture des espdces absonbantes, Le pH peut

indwire des modifications dans La position et 2'intensits des bandes

d!absonption.

- Cas des Phénols

Les phénols présentent comme 2o benzéne une bande E et une bande B. Le
groupement auxochrome OH provoque Le diplacement bathochrome de £a bande

B du benzine.
En milieu alealin, Le phinol se transforme en {on phEnate.

oh o-
Q" =0 -~

L'appont d'€lectrons augmentent L'interaction n —>T™ et provoque un
glLissement bathohyperchrome. Colui-oi eat utilist & des fins analytiques

»

pour nechercher La présence des phenols et pouwr mesurern £e pKa.. .de.cea.

acides tn2s faibles (pK = 10)

Phénol Xty 210 ¢ : 6ZOQ Phénate I 235 e : 9400

Kok 270 € : 1450 Amax 28% e : 2600

- Cas des amines aromatiques

L'aniline a un spectre voisin de celul du phénof. En milieu acide Le

e w4

. ghoupement aminé se protone donnant Lieu & La formation de L'ion anilinium
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12 n'y a plus détectron Libre sun £'azote et donc &2 y a diminution de
2'interaction n — w pan suite on observe un glissement hypsohypo-
chrome.

Dans ces conditions Le spectre de £'ion anilinium esi thes voisin de celud
du benzine et du solvant peu polaire on peut observer fa structure fine

de vibration. )
B - EFFETS DE SOLVANTS
Les thansitions n—>» x sont sensibles La polanitl du sol-
vant.
Quand fa pofanit? du sofvant augmente, £'espacement des niveaux augmente
ot il faut plus d'Enengie pour optrer la transition qui a Lieu pour des

Longueurns d'ondes plus basses.

Acétone

Parn ondne de pelanit? décroissante

Eau 265 mm -
méthanol 270 rom
CHCZS 276 mm
Hexane 279 nm

CC£4 280 nm

RN
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ANALYSE QUANTITATIVE PAR ABSORPTION

DE RADIATION ELECTROMAGNETIQUE

Le principe de l'utilisation de la spectroscopie pour la mesure des con-

centrations est trds simple. Ceci peut &tre effectué aisément en spectroscopie

optique (infrarouge, ultraviolet, visible).

Les lois de l'absbrption ont d'abord &té formulées vers 1730 par LAMBERT

puis BOUGUER, et &tendues aux solutions de concentrations variables par BEER
aux environs de 1850. La loi que 1'on emploi aujourd'hui est communément dénom-

mée : Loi de Beer—Lambert.

1) RAPPELS DES SYMBOLES EMPLOYES : .
A : longueur d'onde de la radiation utilisée

v : fréquence de la radiation

v : nombre d'ondes de la radiation

¢ : vitesse de la lumidre

T : transmittance

A : absorbance (anciennement : demsité optique - D.0.)
Io : intensité de la radiation incidente

I : intensité de la radiation transmise

ge(ou E) : absorptivité ou coefficient d'extinction spécifique

1 : trajet optique (&paisseur de solution traversée par le rayonnement :

C

»
-

largeur de la cellule)

"concentration de l'espace en solution



TABLEAU DES SYMBOLES EMPLOYES, ET UNITES :

Relations simples les reliant unités
A A= _'c"“"" - "l— um, e
v v
c -
v VB = €,V H
\ z
v V= . cm-l(si A en
A cm)
¢ 3.10%8.0 &7!
T T = e ou : T= L. x 100 (en 2) sans dimension
Io Io
i Io . .
A A = log, (—) = log,,(—) = €.1.C sans dimension
10 T 10 1
Io
} T M
i Io
-1 -1 .
e(ouE)|A = €.1.C l.em .g .si C
-1
en g.l
-] -1
l.cm ".mol °,
si C en mol.l-l
1 A=¢.1.C em (1 cm)
c P L o

A =-¢.1.C




2) DEFINITIONS. CAS D'UNE SUBSTANCE PURE UNIQUE :

C), dans unme cellule

Lorsqu'une substance en solution (concentration :
() et

d'épaisseur : 1, absorbe une radiation de longueur d'onde définie :

d'intensité : Io, l'intensité de la radiation retransmise : I suit la loi :

T= L sachant que : | I = Io . & =~ k1.6
1o
To e B |

A : - -

=

-lom

L.'absorbance est définie par :

A = log (—l-—) = log., ¢ 1o ) (logarithme & base : 10)

10 T 10 1

ou A = 0,4343.10g nep (-1—0
T

I1 vient : A = ¢.1.C

¢ = coéfficient d’absorption molaire (l.mol-1.cm-1).
1 = épaisseur en cm de la solution traversée.
C = concentration molaire.

n : Absorbance (A) présente un intérét évident puisqu'elle est
La constante de

La fonctio
lide directement 3 1'épaisseur (1) et 3 la concentration (C).

proportionnalité (e) est caractéristique de la substance absorbante pour une

longueur d'onde donnée, en solution dans un solvant donné.



Pour une cellule définie (1 = constante), la mesure de 1'absorbance
d'une substance 3 une longueur d'onde définie (donc & = constante)

est directement proportiomnelle d la concentration :

A=¢g.,.1.C =K.C

La représentation graphique de 1'absorbance en fonction de la concen-

tration est une droite @

-depente : K=¢ . 1
- d'ordonnée & l'origine nulle : la droite passe par 1l'origine

des axes.

’A
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3) DROITE D'ETALONNAGE :

Lors de la détermination de la concentration d'une substance en solution,

il est nécessaire d'&tablir une droite d'étalomnage, car € n'est pas connu.

En effet, la mesure de 1'absorbance, pour cette solution inconnue (et 2

une longueur d'onde choisie) domne :

Ax = ¢ . 1 . Cx

Les mesures d'absorbances pour des solutions de concentratioms définies

et connues, de la gamme d'&talonnage donnent :

A] =c . 1. Cl
Az =c ., 1. C2
A3 =g , % i 03

An=¢ .1 . Cn

La représentation graphique de ces couples de valeurs donne la droite

d'étalonnage, de pente : € . 1, passant par l'origine des axes.

\A

- Ax-

A4

A3
A2

A

\e.z ¢
0 C C2C Cs l T
Cx




La mesure des absorbances est entachée d'erreurs expérimentales : de ce
fait, les points ne sont pas toujours parfaitement alignés. La constructioh

de la droite d'étalonnage sera alors réalisée aprés calcul de son &quation

mathématique (calcul de la droite de régression).

L'absorbance : Ax de la solution inconnue est rapportée sur la droite,

et donne la concentration : Cx.

4) VALIDITE DE LA LOI DE BEER-LAMBERT :

Le calcul mathématique de 1'absorbance est effectué par intégration du
phénoméne d'absorption du niveau &lémentaire (segment de cellule) au niveau
global (absorption dans toute 1'épaisseur de la cellule). De ce fait,
1'expression de la loi de BEER-LAMBERT suppose une substance absorbante régu-
ligrement disposée dans le volume de la cellule, pour pouvoir appliquer le

calcul intégral (solution homogéne). ’

‘L'&quation :(]A =¢ . 1 . Clest mathématiquement du type :jy = a . X

.

donc ayant une représentation graphique de type : droite, de pente : € . 1,

et d'ordonnée 3 l'origine nulle.

Expérimentalement, il est possible d'obtenir une gamme d'&talonnage 3

partie basse linéaire, mais qui dévie pour les fortes valeurs de concentrations.
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Cette déviation de la loi de BEER-LAMBERT provient soit de la substance

absorbante, soit des conditions opératoires :

- Substance :

. sa nature peut varier ( ¢ sera modifié) par : hydrolyse, ionisation,

polymérisation, liaisons hydrogéne, etc.
. sa formation de coagulum (trouble qui diffuse la lumxére)

. indice de réfraction non négligeable, pour certaines solutions

fluorescence de la substance

- Conditions opératoires :

. non monochromatisme
. appareillage défectueux (lumidre parasite) ou mal réglé (bande

passante).

5) L'ERREUR PHOTOMETRIQUE

.Dans les meilleures conditions possibles la précision des mesures photo-

métriques est limitée 3 la fois pour les hautes concentrations et pour les

faibles concentrations.

En effet :
- aux hautes concentrations peu de lumidre atteint le détecteur,

- aux faibles concentrations l'intensité transmise est peu différente

de 1'intensité incidente et il est difficile de mesurer avec précision

cette petite différence.

Si 1l'erreur: sur la détermination de la concentration est due 3 l'erreur

de lecture de transmittance dT, on sait que d'aprés la loi de Beer :

C = =

log T (1
ab .




La dénivée de cette Zquation est

do » - y fode gr (2)
ab - T

si L'on divise £'8quation I parn L'Equation 1 48 vdient

de , Logedl (3)
e T tog T

Si 2'on connait L'incentitude dT sur fa mesure de transmittance L est
possible en utilisant La relation 3 de comnaitre L'erreur sur fa concen-
tration en donction de La transmittance de £a sofution (¢43.)

L'oneun est La plus faible 2 une transmittance obtenue en différenciant
2'8quation- 3 et en prenant La dénivée Bgale & zéno pour avoir Le minimum

de La couwrbe.
erreur
relative en
concentrations T /
() " p
S L
\\ /
/
4 -~ \ ,
3 X 7
i \\.__//
2 B and
1 o
l R S

|
0.2 0.4 0.60.8 1 transni ttance



_éﬂa_v-_él].o,ugr+uge
dr T Log T :
donc Log T = - Log e T= 0,368

La meilleure prdeision est obtenue pour une valeun de transmittance de
36,8 % so0it une absonbance de 0,43.

EXERCICE

Quelle est 1'erreur relative faite sur la mesure de concentration
d'une solution dont la transmittance est 0,8 ?

Camment peut-on minimiser cette erreur ?
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s SPECTROPHOTOMETRIE UV - VISIBLE
ANALYSE QUANTITATIVE ! SYSTEME A PLUSIEURS COMPOSANTS

"

A - THEORIE :

lére METHODE :

Supposons encore que les espéces agissent de fagon indépendante pour ce

.- qui est des phénoménes d'absorption, et que les absorbances sont additives.

._'Soxt deux composés absorbanfs o et B dont les spectres purs et en melanges

‘.- sont représentés sur la figure 1.
Les maxima d'absorption sont Al pour o
A2 pour B

A chaque longueur d'onde, nous pouvons écrire le systéme d'équation suivant.

Pour Al

s

Aa -,‘ea bca 8 - = EB ch

Donc

A A A
A, = Lo+ l = + ¢, 1
Ah AB ea bca EB ch

b1



A Ay

"

: | =\,
| ’ > m
M ‘ N2
Figure |
Pour_ 12
A2 oL A2 . Aa Lo h2
Aa Es bca 3 AB sB ch
done B
' - p M2 Y SV A
sz Aa + AB €y bcu_-+ SB ch
AAI et AA2 sont les absorbances du mélange mesurées 3 Aj et Ay

é&?l et eBAI sont les absorptivités molaires de a et B & A

saaz et € 22 sont les absorptivités molaires de a et B & Ay

B

Ca et C, sont les concentrations de a et B dans le mélange.

B

Les €y et €, sont mesuréesen solutions pures de concentrations connues.

; 8 »
I1 faut alors mesurer AA]; et Al sirlem&lange et résoudre le systime de

deux &quations en AA; et AA;.3 deux inconnues Ca et CB.

" En principé n mesures d'absorbance 3 n différentes longueurs d'onde

suffisent pour déterminer les n composants d'un mélange. On obtient ainsi

n équations simultan&es indépendantes 3 n inconnues.

-
-



2éme METHODE :

Soit le spectre UV d'un produit pur o et 2 longueurs d'onde : Azret Aj.
a 13*Al3'exsbc
a a a

i Ay > A 22w ¢ A2 pe
[+ 3 a [+ 3

le rapport
A
AaAZ 30}2 €y 2
= - or ~— est constant.
Qg RLE e M3 e 13
a a o

le/la est un rapport constant indépendant de la concentration.

Pour un composé donné, le rapport de 2 absorbances 3 2 A données est
constant et indépendant de la concentration. Q est un critére de pureté.

On peut démontrer que sz/l3 = f(%Za) est 1 droite :

Soient les spectres de produits purs « et B

3 la méme concentration c. Les 2 spectres se coupent 3 la longueur d'onde

be = ¢

Az
- 8 a 8 _bc

Soient sz et Ak3 les:absorbénces d'un mélange de ces 2 composés aux

concentrations Ca et C

B

A2 bca + € iz be

- A M2 A2 o
A Aa + AB ea 8 8

A2

A3 X3 ;\3 7\3
= + =
Ak3 AOl AB ea bca + EB ch

)‘2 >‘2 7\2 )‘2

+

AA ) sa Ca st C8 _ eu Ca . EB CB

Aj3 A3 A3
A}‘3 €y (Cu + CB ) €y Ca+ CB € Ca+ce



;le/ls
Qang

kalls

et F_,=1~-F

= 7 de CB = FB
€ Az ealz '
o
A3 Fa T3 a Fa)
€ €
a a
etz g2 e M2
- ( a - 8 ) Fa i B
e M3 A3 e
[+ a a

en fonction du % en un des composés est | droite.
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EXERCICES

-I- L’absorbance ultraviolette d’une série de neuf étalons d’eau a été déterminée a 220 nm

dans une cellule de 1 cm
No3~ mg/ml 0 0.004 0.015 0.025 0.035 0.040 0.050 0.060 0.070
A 0 0.102 0.218 0.364 0.473 0.581 0.651 0.701 0.722

Lorsque ’on mesure dans les mémes conditions huit échantillons d’eau de rivitre prélevés
en aval d’une usine chimique on obtient une absorbance moyenne de 0.642. Calculez le
taux de nitrate dans la riviere, en mg/ml.

-II- Dans une étude de stabilité le laboratoire de galénique constate que 'une de ses
préparations se décompose en deux sous produits A et B identifiés par spectrométrie de
masse. On veut déterminer la concentration de ces deux composés par spectrophotométrie
UV. Avec une cellule de 1 cm on a les données suivantes:

conc (mg/ml) Absorbance
262 nm 293 nm
A 40.0 0.608 0.410
B 120.0 0.444 0.600

Dans 1a méme cellule on mesure les absorbances d’une solution contenant le produit de

dégradation.
On trouve: 2 262 nm : 0.849 et 2 293 nm : 0.755

1-Calculer les 4 absorbances spécifiques
2-Résoudre le systeme des deux équations a deux inconnues
3-Déterminez les concentrations de A et de B dans la solution.

Rep : A = 38.1 et B = 72.9 en mg/ml soit 34.35% et 65.64%



" III- Pour déterminer la concentration d’un composé toxique A connu, dans 1’eau d’un puits

situé pres d’une décharge sauvage, on préieve un échantillon d’eau et on prépare 4 solutions

a, b, ¢, d. On mesure leur transmittance a 1’aide de 1a méme cellule et 2 1a méme longueur

d’onde :

a- Eau distillée T% =100.0

b- Eau du puits apres extraction complete du composé A : T%=72.5

c- Solution b 2 laquelle on a ajouté 5.00 ug/mide A : T = 12.4%

d- Dans un flacon de 100ml, on introduit 1ml d’eau du puits et on complete avec la solution
b jusqu’au trait : T = 32.7%

Si la loi de Beer s’applique 2 toutes les substances contenues dans Ieau, calculez la

concentration de A.

Réponse.

1- On calcule les absorbances pour les 4 solutions.

2- On calcule P’absorbance spécifique de A 2 partir de la solution c.
3- On calcule la concentration de A dans la solution d.

CA= 225 pg/ml

s L l,._f‘
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LA SPECTROMETRIE
DE RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (R.M.N.)

ET SES APPLICATIONS PHARMACEUTIQUES
(17® partie)

H. PINATEL®, J.L. BRAZIER® et Y. PEGON®

RESUME

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (R M.N.) est une méthode physique d'analyse qui prend une place
de plus en plus grande en analyse chimique & coté des autres spectroscopies et de la spectrométrie de masse. Dans cette

premiére partie, les auteurs exposent les principes théoriques de base de la R.M.N. et donnent les grandeurs caractéristiques,

déplacement chimigue, couplage spin spin, systémes de spin utilisés en pratique courante en analyse structurale. Des
exemples d'études de molécules pharmaceutiques sont donnés.
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PLAN
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j — INTRODUCTION

i — PRINCIPES DE LA RMN

1.1 — Propriétés cinétiques et magnétiques du noyau
1.2 — Précession de Larmor
/1.3 — Aspect énergétique de /s RMN du proton

il — APPAREILLAGE
IV — RELAXATION - SATURATION - SIGNAL RMN

V — LES GRANDEURS CARACTERISTIQUES DE LA RMN

V.1 — Le déplacement chimique

V.2 — Le couplage Spin-Spin

V.3 — Classification das systémes de Spin
V.4 — Simplification des Spectres
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| — INTRODUCTION "

Des raycons X, aux ondes radio |a plupart des régions
du domane des radiations électromagnétiques ont
trouvé une application pratique & I'étude des molécules
principalement par les spectroscopies d’absorption.
Dans tous les cas le principe fondamental est le méme : il
s’agit d’absorption d’énergie bien que les mécanismes
soient parfois différents. L'énergie requise pour une
transition entre deux états fondamental et excité est
raliée 3 la fréquence de la radiation qui en est la cause par
1a relation

£ Excité

hvm kfondm\lmd

h est la constante de Planck
v ia fréquence de Ia radiation incidente.

L analyse structurale et fonctionneile fait appel de plus
enpluspounepasdirapresqucuﬁqmm.am
méthodes physiques, parmi eiles les spectroscopies ont
une place de choix.

La spectroscopie ultra violette et visible qui est prin-
cipalement une spectroscopie électronique ne donne
qu'une information limitée.

La spectroscopie infra rouge (et Raman) fait appel aux
modes de vibrations et de rotations de la molécule et
renseigne surtout sur les types de groupements.

La spectroscopie de micro-ondes ou d’excitation ro-
tationnelle renseigne sur les longueurs de liaisons et les
angles de liaisons.

La spectroscopie de résonance magnétique nuciésire
{RMN), qui entre dans la routine, met en jeu des
transitions des spins nuciéaires et donne des renseigne-
ments sur le nombre, la nature et I'agencement des
protons d’une molécule. Mais elie n’est pas imitée, nous
i verrons, au proton et peut s'étendre A I'étude d'asutres
noyaux et a leurs arrangements dans les molécules en
particutier C, P N, F, Si.

Cette énumération des méthodss modemes d'anaslyse
serait incompléte sans citer la spectrométrie de masse.

A 'heure actuelle, I'analyse d’une structure moléculaire
se fait principalement par U.V. Visible, RMN, iR. et
Spectrométrie de masse, qui sont les méthodes fonda-
mentales et doivent entrer tant dans |a pratique courante
que dans.}enseignement.

E=< hv

It ~~ PRINCIPE DE LA RMN (6.5,11)
Il.1 — Propriétés cindtiques et magnétiques du noysu

On sait que tous les noyaux des atomes possédent
une charge. Mais de pius les noyaux de certains isotopes
peuvent toumer sur eux-mémes autour d'un axe. La
masse nucléaire en rotation posséde donc un moment
angutaite A et une charge & laquelle est associé un
moment magnétique i résuitant de cette rotation. On dit
que le noyau posséde alors un spin, caractérisé par un
« nombra de spin » représenté par la lettre | et qui peut
prendre les valeurs 0, 1/2, 1, 3/2 suivant le type noyau.
L'absence de spin sera caractérisé par | = 0.
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Les quantités A et Ji sont dans un rapport constant
caractéristique d'un noyau donné suivant la relation

F=yA {1 (Fgure 1)
¥ constituant ce que i'on appelle le rapport gyromagnaé-
tique.

Noyau en.
RoTATON

/

Figure 1

Prenons par exempie le Proton. Il a pour nomhre de
spin 1/2, tandis que '*C et "*D ont | = C.

Considérons un tel noyau placé dans un champ ma-
gnétique unifcrme.Hg applique suivant la direc tion oz.

It ne peut prendre qu’'un certain nombre d onentations
privilégiées. L'état énergétique du proton est quantifié.

Au moment angulaire A est donc associé un moment
magnétique tel que, en respectant la conditior de
quantification (I'énergie dans ce domaine ne peut vaner
que de facon discontinue en unité.gﬁ), on peut écrire :

h -
p=Y — A (2)
2%

La proiection du inon:e~t angulaire suivant la direction
oz (direction du champ Hg) posséde 2 | + 1 valeurs qui
sont le nombre de positions ~u étais énergatiques gue
peut prendre ie noyau dans un champ externe uniforme.

Sont magnétiques tous les ~oyaux de masse impaire
14, 13 C,'SN, '*F, 'Q,%'P, et ceux de masse paire mais de
nombre atomique impair 2H, 198, 1*N.

Les noyaux de masse et de nomb:. atomique paIrs
n’ont pas de propriétés magnétiques et ne donneront pas
de phénoméne RMN c'est le cas du '2C et '*0.

Numéro -
Masse Atomique Spin
M 2 ;

impaire .

paire ou impaire

1/23/25/2

Paire Impair 123 ..

Paire Pair ) 0
Tableau refiant |, nombre de Spin aux caractéristicries du
noyau.

Nous nous limiterons dans cet exposé & I'étude du
phénoméne RMN du proton qui est entré dans ia pratique
de routine at en disant au départ que les RMN 'C de SN
et du 3'P sont a I'heure actuelle en plein développement
et seront amenées a jouer un rdle important en particulier
en biologie et dans les sciences pharmaceutiques.

LYON PHARMACEUTIQUE 15.11.76
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/1.2 — Précession de Larmor

8

Comidéronsémuvesuloprotonisoﬁpud ul

champ magnétique Hg intense et uniforme,
mﬁvmtl'axco:etfaisantunmgheawc
rotation du noyau (figure 2). Ce noyau se
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Figure 2
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Figure 3

Lspmton{poﬁtaimmt)placémmhschmpﬂbld'
simant N.S. va s’ orienter soit de facon anti
sns_oitdo_facoppauﬂél. @ ns._Oneonca_tquela

25

giquen)minfmi(ﬁmmabmnwm&
wloschérm.(llms'agitliquod'mommion
purement formelle).

Rogagdonsdep!usprésdequoiréw!tmtmétats'

énergétiques. D’aprés les régles de la mécanique nawto-
nienne,ce petit aimant (le proton) au lieu de venir g'aligner
sur te champ aprés queigues oscillations comme le ferait
n'importe quel aimant non pourvy de spin, entreprend un
mouvement dit de précession autour de Ho comparable 3
I'effet gyroscopique. It se comporte comme un gyro-
scope dans le champ gravitationnel. (Se rappeler une
toupie dont I'axe de rotation n'est pas vertical).
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La vitesse angulaire de ce mouvement de précession
est liée au champ Hg par le rapport gyromagnétique Y.
wg =Y Ho (3)

C'est la reiation fondamentale de Larmor. Toute
variation du champ modifie la vitesse de précession, mais
l‘anglGOresteﬁxe.Cemouvmmdeprécssiondu
proton dans le champ Ho permet d’expliquer e phéno-
méne de RMN.

Appliquons en effet un sacond champ magnétique H,
orienté suivant 'axe des x perpendiculaire a Hg seule
facon de faire varier 'angle 0. Si. H, est uniforme, il est
sans effet. Par contre si H, est sinusoidal, on peut le
considérer comme la résultante de deux composantes
toumant en sens inverse autour de Ho (axe oz) (figure 2).

Ne considérons que la composante tournant autour de
Ho dans le méme sens que {e mouvement de précession
du noyau. Lorsque la vitesse angulaire de cette compo-
sante est égale awy vitesse angulaire du mouvement de

5 ion, on dit qu'il y a résonance, et il peut y avoir
slors échange d'énergie entre les deux systémes. Le

proton peut « absorber » de |'énergie fournie par le circuit
oscillant produisant H, et peut passer alors dans un état
énergétique supérieur. Il « bascule » et induit un courant
dans un bobine réceptrice placée sur I'axe des y(figure 2).

/1.3 — Aspect énergétique de /a RMN du proton

Lopctitaimamdemommmagnétiqueﬁpladdmsle
champmagnéﬁqueHounifomeapowW:
E=-fHo = -pHoCos®=-pzHo

Les valeurs possibles uz du moment magnétique
saivamladimctionozsontdonnéespulardation:

h
pz=yY — m (4)
om
ou m est le nombre guantique magnétique qui peut
prendre 2| + 1 valeurs.

Pour le proton de spin | = 1/2, ces valeurs sont donc
au nombre de 2 {2 1/2 + 1). On les schématise par -z
et + uz et correspondent classiquement am= +1/2
et m =-1/2. (Figure 4).

En prenant comme état énergétique zéro, I'énergie en
'absence de champ, I'énergiedunoyws'éc-it:

E= -szo(S)
soit en utilisant la relation (4)
h
E=-Y ——m 8
' " Ho ()

Pour un noyau de spin 1/2, 1l axiste donc deux états
énergétiques E + 1/2 appelé encore Eq et 'état E - 1/2
ou Eg état le plus élevé et moins stable thermodynami-
quement, Eq étant le plus bas est plus stabie thermody-
namiquement [c'est celui qui correspond a I'orientation
anti paraliéle du petit aimant dans la représentation
formelle que nous avons donnée au début. (Figure 3).

Ces états énergétiques sont représentés sur la figure 4,



: .
(PP 43,0
Figure 4
h

Eg=1/2 Y —Ho n

4 2“

= h
Eq=-1/2 Y —Hg @

aw

L'énergie nécessaire pour une transition Eq .
peut étre calculée 3 partir des relations (5) (6) (7) (8}
AE = Ep-Eq = 2 Ho + pz Ho

AE=2pzHo (9

Onsaitquedmstotnph&nmhod'm.ma
- AE = hvq.
hvo,étambqummd'w«ahdhignh
constante de Planck et vq la fréquence de la radietion
dou AE = h vo ==——Ho
; 2n

ou bien alors :
Y Ho

2n

v° =

qui est |'équation fondamentaie de ia RMN lant le champ
magnétique et ia fréquence comespondant 3 la réso-
nance.

On peut alors donner la définition de ia RMN.

La « RMN comespond 3 une transition entre deux
niveaux énergétiques (énergie d’orientation) d’'un noysu
soumis 4 un champ magnétique Hg intense et induit par
une radiation dont la fréquence est égale a la fréquence
de précession de I'axe de rotation du novau dans le
champ ».

La relation de Larmor explique la comespondance
champ-fréquence des appareils de RMN.

La fréquence sera de 60 MHz pour un champ de 14.082
gauss et 100 MHz pour 23.485 gauss.

Pour détecter la résonance, le balayage peut se faire
soit en faisant varier la fréquence du champ H, soit en
faisant varier lentement le champ Ho. Pour des raisons
tachnologiques, it est plus commode de faire vaner le
champ.

Hl — APPAREILLAGE

UnspectométmRMNpmGthchmmlafaom
suivante :
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Il comprend :
1) un aimant puissant créant le champ magnétique
ane dans lequel est placé par un dispositif
approprié |'échantillon. Afin d’avoir un champ vraiment
uniforme dans tout |'échantillon, on imprime 4 celui-ci un
mouvement de rotation. On peut faire varier lentement ce
champ de fagon continue a l'aide d'un générateur de
balayage ;

2) un émetteur de fréquence radio (axe des x} (figure
2); ‘
3) unrécopteurdefro’quenceradio(mdesv)(ﬁgm
2);

4) un envegistreur et son intégrateur (figure 5).

Tubt - PoATE
Echaatillon

4

M Reveve e
o

Emeltewr

A0

peanrISTey

il , ' Fu

Caregs strewr
K.

Figure 5

Spectromeétre RMN
Schéma simplifié

On a vu que pour le proton dans un champ de 14.092
gauss, la fréquence est de !'ordre des fréquences radio
60 MHz. Les protons des moiécuies organiques absor-
bent alors sur une bande de fréquence de 600 a 700 Hz.

IV — RELAXATION - SATURATION - FORME DU
SIGNAL {4,10)

Ce que nous a/ons vu concernant i'aspect énergétque
de la RMN s'appliquait au noyau isolé. Que se passe-t-il
pour une population de noyaux identiques. Pour le proton
en particulier la différence entre les deux niveaux
d'énergie est trés faible ; elle n'est que de 'ordra de 10-%
calorie, valeur extrémement faibie par rapport & I'énergie
chimique KT si bien que les protons dans f'un ou {"autre
état sont presque en nombre égal.

Or la théorie des radiations électromagnétiques in-
dique que ia probabilité d'une transition par absorption
d'énergie est égale i celle d'une transition par émission.
Ainsi, si les états sont peuplés de facon identique, la
probabilité de transition par absorption est la méme que
celle par émission. Et I'on ne peut. pas observer la
résonance (figure 6).

LYON PHARMACEUTIQUE 16.11.76
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Absorption

Eod + 1/2)
Figure &

Heureusement, du fait du désordre thermique, I"occu-
pation des états énergétiques suit ia loi de distribution de
Boitzman.

_:E,, o-Eg — Ey/KT

ng nombre d'atomes dans I'état énergétique Eq le plus
bas
2 nombre d'atomes dans |'état énergétique Eg plus
k = constante de Boltzman
T = température absolue.

Dans les conditions ordinaires, il s trouve donc un
lég«mésdomywaNdmsl'étatdoplusfaible
énergie et ¢'est grice a ceAN que le phénoméne de RMN
est possible st surtout observable.

Conséquences pratiques :

AN : augmente quand le nombre N de noyaux observés
augmente, ce qui demande une forte concentration
de plusieurs mg dans I'échantilion, C'est un des
inconvénients de la RMN quoique a I'heure actuelle
la RMN par Transformée de FOURIER permette de
descendre a des fractions de mg. s

AN : augmente guand Hg augmente. Aujowrd'hui les
progrés de la technologie permettent d’utiliser des
appareils & 220 MHz (soit 52.000 gauss) et méme
250 MHz.

{Ex. : appareil Cameca de la Faculté de Pharmacie de
Marsaille).

Saturation :

Le champ de radio-fréguence H, provoque donc une
transition par changement de spin. Ce phénoméne
conduirait rapidement 3 I'égalisation des populations des
niveaux ¢ est-a-dire ce que I'on appeile i3 saturation du
systéme, s'il n'existait des phénoménes de relaxation
nuciésire qui relibdrent I'énergie emmagasinée par un
processus de retour.

La encore sans « relaxation nucléaire » ou processus de
retour on ne pourrait observer la RMN.

Sans entrer dans le détail de cet important chapitre,
disons que la relaxation peut se faire selon deux
Processus :

— |a relaxation spin-réseau due & |'agitation thermigue.

Dans ce cas le noyau perd son énergie au profit de
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son environnement. On définit un temps de relaxation
spin-réseau T, qui &st le temps nécessaire 3 ce
transfert d'énergie. Il dépend de la température, de la
viscosité, de la présence d'impuretées paramagné-
tiques ;

— la relaxation spin-spin qui est une perte d'énergie
entre des noyaux qui précessionnent & proximité 'un
de V'autre. On définit alors un temps de relaxation
spin-spin T,.

Schématiquement la résonance se manifeste par
linduction d'une f.e.m. dans une bobine. Si cette
induction est en quadrature avec le champ sinusoidal
apphiqué H, le signal apparait sous forme d'une courbe
d’absorption (type courbe de Lorent2) (figure 7).

Figure 7
Courbe d’' Absorption

En pratique courante pour le proton, ia détection se
fait en absorption. L'important a retenir est que la surface
située sous la courbe d’absorption est proportionnelle au
nombre de noyaux qui résonnent a la méme fréquence.
Donc en intégrant la courbe par rapport au temps, a une
vitesse donnée, la hauteur de 'intégrale renseignera sur le
nombre de protons dans la molécule. La forme du pic
dépend de Ia Vitesse de balayage. En général, on obtient
un pic dissymétrique. {Figure 8).

-ﬂ---

M Intégration

| h

Y | B 3

Figure 8
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V — LES GRANDEURS CARACTERISTIQUES DE LA
RMN (2.3,12)

En RMN deux paramétres sont importants pour
I'analyse, cs sont le déplacement chimique et le couplage
spin-spin.

V.1 — Le déplacement chimique

Si tous les protons d'une molécule résonneient 3 ia
méme fréquence, la RMN n‘aursit qu'un intéedt Emité.
Heureusement il n‘en est rien. Enoﬁothph‘mm&nmn
nous avons décrit concemait le noyau isolé, « nu », C'est-
- a-dire sans tenir compte de son sMVIroNNeMeNt et en
particulier de son environnement électronique. Or dans
les molécules, les noyaux sont sntourds d’électrons qui
vont modifier le champ Hg au niveau de chaque proton
qui va alors résonner 3 des fréquences différentes.

Soit un proton dans le champ Hg. Autour du noyau
circule un électron dont le mouvement est assimilable 3
un courant électrique dans une sphére. I y a alors
apparition d'un champ induit h opposé au champ Hg
{figure 9).

A
),

e

h

Figurs 9
Le champ induit est proportionnel & He
h= OHO

H. PINATEL, J.L. BRAZIER st Y. PEGON

o s'appelle la constante d'écran du proton. Le champ
véritable existant au niveau du noyau est donc égal au
champ appliqué Hg diminué du champ induit.
H'oc = Ho -g Ho
Hoc - Ho (1 -9)

Hige 8'appetle le « champ local efficace ». Il y a eu effet

de blindage diamagnaétique.

Le point important est que les effets résultants de ces
mouvements des édlectrons sont différents pour chaque
type d'atomes et que par la suite le signal de résonance
produit pour chaque type de proton aura lieu pour des
fréquences différentes. C'est le « déplacement chi-
mique ».

L'aimantation induite intervient de deux facons :

— soit par création d'un champ magnétique opposé a
'action du champ principal : Diamagnétisme, on
periera alors de phénoméne de déblindage.

Prenons deux exemples :

Ex. 1: la molécule d'acétyléne, lingaire, a tendance a se
placer dans le sens du champ Hg. Les électrons
de la triple liasison gravitent autour de {'axe de la
molécule et ce mouvement induit un champ
magnétique opposé au champ appliqué au niveau
du proton {figure 10a).

Le proton de I"acétyléne est « blindé » ou encore
dans le cone de blindage (symbolisé par Is signe
+);

Ex. 2: pour le proton de la fonction aldéhyde la double
lisison est perpendiculaire au champ Hg (figure
10b).

Le proton est en-dehors des llgnes du champ
diamagnétique induit. !l est déblindé ou encore dans le
cone de déblindage. (Symbolisé par le signe —).

Il en est de méme pour les protons du cycle
benzénique qui sont déblindés (figure 10c).

/ ' \
,’ \i \ mouvement <

|

\ c l

\\ \'l‘\{ /,
Ho ‘\.,:’H\\.ﬂ./
JA AN g
7 ] =

ib
Figure 10a
Blindage des Protons Acétyiéniques
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Figure 10c

no Cowrant de cycle et déblindsge des protons benzéniques

Le déplacement chimique est proportionnel au champ
appliqué. La possibilité de détecter ces déplacements
chinﬁqmsdupmtonsutlepmpudohmm.

Des protons qui ont le méme environnement électro-
nique dans une molécule auront le méme déplacement
chinime.Onditquel’onmaffaimidupfotons
équivalents ou magnétiquement équivalents, Par exem-
pblu4protonsdum6ﬂ\aneouh58pmtonsdu
bmz&nsomtousidmﬁquu.usr&mmomilam&m
fréquence, I'une caractéristique du méthane, |'autre du
bonm.Patoonmpowummolécdecommla
pyridine (figure 11) on a trois types de protons, les
protons 1 et 5 ont le méme environnement. lis sont
magnétiquement équivalents et forment donc un premier
groupe. Les protons 2 et 4 sont eux aussi équivalents,
mais les protons 2 et 1 sont différents car ils n'ont pas le
méme environnement électronique. Enfin le proton 3 est

LYON PHARMACEUTIQUE 15.11.76
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différent des protons 1 5 et 2 4. Eloigné de I'N son
comportement en RMN sera proche des protons 2-4.

Ledéplacernentdlimiquedépenddudmdmdu
typed'appareil:eeciempéclnlechoixd’wmm
unités fondamentales comme dans les autres Spectros-
copies.(lﬂUVouvisibie).OndnoidtdoncmM
d'unités sans dimension en ppm (pertie par million) per
rapponamcomposédor«mmm
Poulasprotonsdeamoiéwlsotmamimb
mhﬂmﬁéqumt.bmmhm
(CH,)..SmTMS&uprotonlrmmm
éqdvdmmetq:ial'muoodlmmm
intense et fin en-dehors du domaine courant des types
de protons usueis.

La position du signai est donc :

Hg - Hr : Av
5= o 10° =100 e -
Hr ' I'oscillateur en

Hz

Hy = valeur du champ de résonance de I'échentilion ;

He = mﬁmmmmahm

Av = différence de fréquence entre I'échantilion et la
référence, exprimée en Hz.

Le facteur 10° est introduit- par commodité; en effet,
on {'a vu, les fréquences des oscilateurs ususis étant de
30, 60 ou 100.10%z, §est donc exprimé en ppm. Dens
cette échelle 8, le TMS représente le Zéro et la valeur de §
augmente alors que le champ diminue.

H. PINATEL L BRAZIER ot Y. PEGON

Il existe une autre échelle dans laquelle les déplace-
ments chimiques exprimés en T décroissent en méme
tunpsqueled\ampdebalavage.Onpassedel'uneé
I'autre par a relation :

T=10-8

Onttouvedmsialittémturedestablesmsambhntles
vdandesdéplmtsdesprotonsetlemzonesde
varigtions. La figure 12 rassemble ces principales
données et les tableaux |, 1a et Ib montrent les positions
de I'absoption des protonsenfonctiondeiewenvirom-
m,ufunnoterqmledéplacementchimique
(O\enicatshift)pemaussis'exprimeranl-izgriceéla
reiation de la RMN.

YHq = Hz 10°
ONTIRE 8=
2" Yo

Baluyage de Frequencs

%ﬂ‘\ll.‘.l apphigae cresante

Yo =

1 ?unmcam.h"«t EFFd ‘Dumr!ﬁqu

Coran fble Eevan Forl
‘D-(L‘::c. cronssaal 'H.de Crovsant
J Ths
PP o s ’ r ¢ s ¢ 3 2 1 3
f o o 2 2 . e P
o 4 2 3 % s < y ¢ 3 10

‘B-f«,cr du chamy )i.__

Champ epplique cronmnd
Figure 12

Déplacement chimique. Termes at conventions

Chaap (7% ¢

Chomp Jable

Déplacaments chimiques
e e e e —n R-o¥
S W .
[ R ) SH(;} R-sHCD
% R arrxn- cas ca- {(ycke p S TN s}
= C)f = E =TT e LT LT IO
CEECETTECTITI )¢ £3 9
A aTTD -e¢me-N
= =1 Jewx o ox4-v
Stneo - CIXEOCEID oITomyee-¢- Gt 3ew
o
- oy Phenels Chelalis SISO (X ‘ :
Gerserm). 3e-cy -0 TSI S € - 8-
oY C-olld) €S -<hy-(Gycle)
I § - 0%
° 2¢- cy-cC oy
m-fﬂl
° - cmezeza
Cn‘-ﬂ( ErrTTrra ‘-«;C:
City-8 2222220
- ¢~ ERXZZZD 2z vy -0
o
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P & Y A 2 a a P 2 a Py &
PR as 10 ] s ) 5 % 3 1 4 P )

574

LYON PHARMACEUTIQUE 15.11.76



. et sl diNL S

R e e S GRS ghey L SRR b o EERSR S dean G ST oo S R i . Ss

umo&mmmmnmﬁmmmmm

TABLEAU la
Dépiacement chimique des protons des groupes méthyle, méthyiéne et méthine, dans les échelles T ot § MeSi étant pris comme
référence.
CH,— ~—CH,— —CH—
Proton T & |Proton T § |Proton T 8
CH,C 9.1 (0.9}§——C—CH,—C 8.7 t‘l.3)l c—CH—C 8.5{1.5
(cyclic) 8.5. (1.5)] {bridgehcad) 7.8(2.2)
CH,—C—C=C 8.9 (1.1}]—~C—CH,~—C—C=C 8.3{(1.7)
CHy,—C—0 8.9 {1.4) |[—C—CH,—C—0 8.1 (1.9)|C—CH—~C—0 8.0-(2.0)
chy—C—0 8.4 (1.6} |—C—CH,~C=C 7.71(2.3)
CH,—Ar 7.7 @3 j—c—cHy—Ar 7.3 (2.D|CH—Ar 7.0(3.0)
CH,—CO—R 7.8 (2.2} |—c—CH,—CO—R 7.6 (2.4){C—CH—CO—R 7.3(2.7)
CH,—CO—Ar 7.4{2.68)
CH,—CO—O0—R 8.0 (2.0} |—~C—CH,—CO—0—R 7.8{(2.2)
CH,—CO—0-Ar 7.6 (2.4)
CH,—CO-—N—R 8.0(2.0)
CH,—O—R 8.7 (3.3 }—C—CH,—O0—R 6.6 (3.4){C—CH—O—R 63(3.7
e C—CH;—O—H 6.4 (3.8}|C—CH—O0—H 6.1(3.9)
CH,—OAr 8.2 (3.8) | —C—CH,;—OAr 5.7 (4.3)
CH,—0—CO—R - 8.3 (3.7) |-C—CH,—0—CO—R 5.9 (4.1}|C—CH—0—CO—R 5.2 {4.8)
CH,—N 7.7 {2.3)|—C~-CH,—N 7.5 (2.5)|{C—CH—N 7.2{2.8)
CHy—N* 6.7(3.3)
CHy—S 7.9 (2.1} —C—CH,—S 7.6 (2.4)
CH,—C—NO, 8.4 {1.6) |—C~—CH,~NO, 5.8 (4.4) |C—CH—NO, 5.3{4.7)
CH,—C=C—C0 8.0 (2.0} }~-C—CH,—C—NO, 7.9(2.1)
—C = CICH—CO 8.2 {1.8) —C—CH,—C =C—CO 7.6(2.4)
—-C = C{CH,—CO 7.6 (2.4
OO\CH, 4.1 (5.9}
d
TABLEAVU Ib
Déplacement chimique de divers protons
T § T 5
C\ [T
A =CH, 5.4 (4.6) ¢ 2.754 (7.2486)
L; CH, 47(5.3) 0 CH, —» 7.663 (2.337)
—-—C=CH— 4.9(5.1)
—C = CH—{cyclic) 4.7 (5.3 @_
R—C =C—H 6.9(3.1) H—> 2.905 (7.085)
Ar—H 1.0~3.0(9.0~7.0)
—C=CH—CO 4.1(5.9)
—Ch=C—CO 3.2{8.8)
r—CHO 0.1(9.9)
Ar—CHO 0.1(8.9) @
H—C0—0— 2.0{8.0)
h—CO—N 2.0{8.0) 8.56 (1.44)
CHC1, 2.75 (7.25)
H,0 =5.0 (=5.0)
575
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V.2 — Le couplage spin-spin (7}

Le deuxiéme paramétre important pour I'irserpr3tation
des spectres RMN est le couplage spin-spin qui traduit
I'interaction des noyaux plus ou moins Sloignés par
l'intermédiaire des électrons de liaison.

Soient deux protons Ha et Hp portés per deux
carbones adjacents. Ces deux protons sont séperés per 3
liaisons qui représentent six électrons. Le proton Ha aun
spinaqmﬁentrainounelég&opdamﬁondusphdu
électrons de liaison qui ont tendance 3 s'appanier avec ie
spin nucléaire. Cette influence se transmet par appane-
ment selon le principe d'exclusion de Pauli, jusqu'su
proton Hy, (figure 13).

TLchH@
@iTClTClT@

Figure 13

Les électrons gravitant autour de Hy, vont alors créer
sous l'influence du spin nuciéaire de Ha une légére mo-
dification du champ local s'exercant sur ie noyau B.
Comme vis-a-vis de Hp, Ha peut avoir deux possibilités
de spin, le noyau Hp subit deux modifications du champ
Jocal : une qui s'ajoute au champ de résonance et I'autre
qui se retranche. D'ou le spectre d'absorption RMN de Hp
qui apparaitra alors sous forme de deux pics distants de
2h = J.

J s'appelle la constante de couplage.

Le méme raisonnement montre que le proton Ha au
Feu dapparaitre sous forme d'un singulet (figure 14a)
donnera par couplage spin-spin avec le proton Hp deux
pics distants de 2h = J. (Figure 14b).

Lintervalle J mesur: en Hz traduit lintensité du
couplage. En général le couplage n'est pas trés important
au-deld de trois lisisons sauf s'il s'agit d’électrons
délocalisés comme dans les systémes sromatiques
éthyléniques.

Alors que le déplacement chimique 5 est fonction du
ehampappﬁquéHo(etsouvmtwuidollnmudu
solvant) la constante de couplage J est indépendante de
cos deux facteurs. Les déplacements chimiques s'étalont
sur un domaine de 800 Hz, alors que J est rarement
supérieur a 20 Hz.

Schématiquement pour les deux protons Ha- et Hp
ayant respectivement des valeurs de déplacement 54 ot
8p et une constante de couplage Jab.

&a-0p

Jab
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> 10 le spectre appearait sous forme de doublet

e K

J\‘ Figure 14a

[ éb
) Y

A Figurs 14b

o 4y

Jub Jeb
‘ A ; A

i

6‘_ Figure 14c J&

Si ia différence 55 -5p diminue, la constante du
oouphoaaugmente.iespicsserappmd\mtctt'on
constate que l'intensité des pics intemes augmente et
celle des pics extemes diminue (figure 14c).

V.3 — Classification des systémes de spin 8,9,11)

La classification des systémes de spins est basée sur :
1) le nombre de noyaux du systéme ;

8a-5b Av
ou encore

Jab Jab

2) le rapport :

Av = différence de fréquence de résonance entre les
noyaux mutusilement coupiés.
8a -5b
8i ——— > 10 _. spectre de premier ordre
J

63 -6b

si ~ 1 ou 2 _. spectre de deuxiéme ordre

J
Simmoouplagen'estobsewéonadessmcmdits
d‘ordre zéro.

La nomenclature des systémes de spins utilise la
notation de Popie.

Pour un systéme du premier ordre {le plus simple) dans
iequel les noyaux ont une valeur de J faible devant la
différence des valeurs de leur déplacement chimique, on
affecte par convention ies noyaux des lettres éloignées
de I'alphabet.

LYON PHARMACEUTIQUE 15.11.78
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Un systéeme é25pinsestdésignéparAX:
a 3 spins est désigné par A M- X.
Pour un systéme du deuxiéme ordre jes noyaux sont au
contraire désignés par des-lettres rapprochées.
Un systéme 3 2 spins est désigné par A B
3 3 spins est désigné par A B C.

il existe bien str tous les systémes intermédigires dans
lesquels un noyau peut-atre fortement couplé d'un coté
ot faiblement couplé de I'autre. Par sxempie on aura des
systémes AMX, ABMX, etc.

Des protons chimiquement et magnétiquement équi-
valents seront désignés par la méme lettre, leur nombre
sera affecté en indice. Ex. : Systémes A,, A;, A,B, AX,,
etc.

Prenons un exemple classique, réthanol CH; -
CH, - O - H et dans cette molécuis le groupement
éthyle qui est porté par un hétéro-atome |'oxygéne.
Regardons ce qui se passe au niveau de ce groupement
C;Hs. On a a faire & un systame A,X;.

Pour les deux protons du groupe méthyiéne CH, Htya
trois combinaisons possibles des orientations de spins
nuc!éairesqdpeuventmodiﬁutufréqumcude
résonance des protons du groupe méthyle. Le « groupe
perturbateur » CH, sera responsable d'une structure a3
pics du groupe perturbé CH, et ayant pour surfaces
relatives 1-2- 1.

Inversement pour les trois protons du groupe méthyle,
il y a quatre combinaisons possibles des orientations de
spin nucléaire qui peuvent modifier les fréquences de
résonance des protons du groupe méthyiéne, Le groupe
perturbateur CH, sera alors responsable d’'une structure a
4 pics du « groupe perturbé CH, » et ayant pour intensité
relative 1-3-3- 1.

Cette figure triplet - quadrupiet est caractéristique du
groupement éthyle isolé (figure 16). ~

[a)
3
~

c.)(;

—
—

e »

mmnmny -

Wit
e &

|

e

—p

s =

— = =

L ad —
Figure 16
Groupement Ethyle —CH, —CH,

Quadrupiet — Tripiet
Orientations possible des spins
des Protons du groupement éthyle.
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APPUCATIONS PHARMACEUTIQUES

Dans une molécule comme la pyndine (Figure 11} les
protons constituent un systéme AA’ XX' Y.
L allure des spectres du premier ordre est relativement
simple et peut-étre déterminé & partir de quelques régles.
Pour un noyau de spin 1/2 comme le proton, le
systéme général est représenté par la formule Am Xr.
— La partie A du spectre contient 2ri + 1 raies
W= 1/2.
— La partie X du spectre contient 2ml + 1 raies.
Ces raies sont espacées de facon réguliére. et
I'écartement des raies donne la constante de coupiage.
{Des régles aussi simples sont valables pour les noyat'x
de spin différent de 1/2 et donnant des spectres du
premier ordre). :
— |Les intensités des raies du spectre de premier ordre
sont données par le développement du binome
{a + b ou plus simplement en utilisant le triangle de
Pascal.

13 31
1 4 6 4 1

Les systémes les pius fréquemment rencontrés sont
résumés dans le tableau I

TABLEAU Il
Systéme  Exemple Allure du spectre
A A 44 .
A X R—CH—CH—R l “
44 i z
AX, R—CH—CH,—R L il
A Xy CH,—CH,—R i l.‘ Fil
’ 1 3
A; Xy R—CH,—CH,—R A il
*
R wlw +4
A X  R—CH—CH—CH,—R * .| l; l

R2 ‘s
A. X CHJ-—CH—'CH-, st l ]‘.s
Isopropyt

b
—

Mais ces systémes simples constituent plus des
exceptions que la régle généraie. Beaucoup de spectre
sont du deuxiéme ordre et tous les intermédiaires entre
premier ordre et deuxiéme ordre sont possibles, ce qui
rend !'interprétation souvent délicate et nécessite parfois
un ordinateur.

Retenons quelques figures particulidres. Un systéme
AMX donnera un spectre avec 12 raies d'égsles
intensités (3 groupes de 4) (figure 16).
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Les quatres protons AA’ XX’ du noyau benzéne para-
disubstitué donnent dans la région de 7 ppm un tracé
carsctérisé par uns certaine symsétrie.

Un systéme ABX peut-étre décomposé et 'on peut
faiampau‘tmlaparﬁeABdusooondocdndansiemé
du spectre.

Un systéme ABC comprend 15 raies d'attribution

fois diffici .

Exemple de spectres : les figures 17 4 22 montrent des
spectres RMN de différentes molécules et leurs interpré-
tations. (Spectres RMN proton 60 MHz).

i existe plusieurs moyens pour simplifier les spectres :
— on peut augmenter Hg ce qui augmente § et non J.

A I'heure actuelle on utilise des spectrométres RMN 3

100 MHz et a 250 MHz. L'achat et 1a maintenancs de
ce type d'appareillage sont trés cotteux ;

— par sffet de solvant. Suivant le solvant utilisé, certains
protons se trouvent pius ou moins blindés ou
déblindés : c’est-a-dire déplacés vers les champs
forts ou faibles ;

— par utilisation de complexe de lanthanides en par-
ticulier d'Europium on peut modifier les déplace-
ments chimiques et simplifier I'interprétation.

L'exposé de ces méthodes dépasse le cadre de cet
axposé. Une méthode pratique courante permet de
simplifier I'interprétation, c'est le « découplage de spin »
ou doubie irradiation.

Al
CL-CHy - CH-CC,

]

6!

]

Ts
'
o

' 3 2 4 o

Figure 17

1—1—2 Trichloréthane (AX,).

CH proton tris
CH,2 protons moins

déblindé par 2¢|

déblindés par 1¢.
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Acétate d'Ethyle A, X,
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Nous voyons ainsi tout de suite 'une des applications
importantes de la RM.N. ¢'est I'analyse structurale. Elle
est indispensable & c6té de la spectrophotométrie
infrarouge et de la spectrométrie de masse pour ia
détermination de la structure des molécules et de leur

stéréochimie.

Nous verrons dans i@ prochain exposé ces utilisations
ainsi que les applications en analyse qualitative et
quantitative dans les domaines pharmacsutiques et

De plus, grice 3 I'emploi de « marquage froid » des

molécules (avec D, 13C, 15N), des résuitats intéressants

et des plus prometteurs ont été obtenus en biochimie et
_ dans les études de métabolismes de médicaments.

SUMMARY

Nuclear magnetic resonance spactometry and its pharma-

ceutical applications (Part 1).
by H. PINATEL, J.L. BRAZIER and Y. PEGON

Nuclear magnetic resonance (N.M_R.) speciroscopy isa
physical method of analvsis which is becoming increasingly
important in chemical analvsis alongside the other
spectroscopies and mass speclometry. In the first part of the
article the authors present the basic theoretical principles
of NM.R. and give the characteristic measures, chemical
shift spin-spin coupling, spin syslems commonly used in
structural analysis. Examples of studies of pharmaceutical

molecules are given.

[Lvon Pharmaceuiique. 1976, 27, 6. 567-581/
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EXERCICE 1

Donner les formules structurales des substances ayant les spectres

RMN suivants
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(1) Triplet aire 1,27 ppm
Singulet aire 2,10 ppm
Quartet aire 2,53 ppm
Formule brute HB S

(2) Doublet aire 1,25 ppm
Septuplet aire 2,90 ppm
Singulet

large aire 7,25 ppm
Formule brutg le

(3) Triplet aire 2,62 ppm
Triplet aire 3,62 ppm
Singulet  aire 3,40 ppm

Formule brute

Cu H, NO



~ EXERCICE 2

Prévoir le spectre RMN 3 60 MHz des composés suivants en donnant

les déplacements chimiques approximatifs.
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EXERCICE 3

Quelles techniques spectroscopiques (UV - RMN - IR) peut-on utili-

ser pour distinguer les composés des couples suivants
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EXERCICE &

Donnez le nombre de protons magnétiquement différents dans les

composés suivants :
(1) ~ CH, - CH,
(2) CH3 - CH2 - CH - (CH3)2

(3) cl - CH2 - CH2 - CH2 - Cl
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EXERCICE 5

Soient 4 isoméres A. B. C. D. de formule brute cgaaoz avec les données spectrales

suivantes :
-1
I.R. ABCD 1610 cm»
1500 intense fine pour les 4
ABC 2 bandes larges 750 —
690
D bande & 1700 -~ 1725 ~ large

bande fine & 840 cm™ !

B.C  plusieurs bandes & 3040 cm ' faible

A.D  bande large non définie & 3040 cm

B.C . bande large & 1225 !

R.M.N. A 3 singulets 3,5 7,6 13,8 ppm
intensiteé 2 5 1
B 1 singulet 2,15 ppm d'intensité 3
Multiplet 7,15 ppm d'intensité 5
c 1 singulet 3,85 ppm d'intensité 3

1 multiplet 7,4 ppm d'intensité 5

D 1 singulet 2,5 ppm d'intensité 3

Multiplet large
complexe avec ! axe de symétrie 6,6 & 7,7 ppm intensité 4
Singulet 10,5 ppm d’'intensite I.



EXERCICE 6
Infrared Spectrum
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EXERCICE 7
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EXERCICE 9
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