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La séparation chromatographique

• Affinité

• Résolution

• Détection
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Résolution chromatographique
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Si on considère deux pics homologues proches 
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Résolution chromatographique
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QUE FAIRE QUAND LES PICS SONT MAL 
RESOLUS ?

1°) on augmente N (efficacité)
2°) on augmente k’ (capacité)
3°) on augmente α (sélectivité)
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On augmente N

• En allongeant la colonne

– la perte de charge augmente

– le temps de rétention augmente

– Les pics s’élargissent

• Et puis ça coûte cher !!!
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On augmente N

• En réduisant la taille du grain la perte de charge 
(ΔP) augmente
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Viscosité de la
phase mobile

Longueur
de la colonne

Vitesse de la
phase mobile

Diamètre
du grain

Forme des grains
Répartition granulométrique
Texture
Qualité du remplissage
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Loi de Darcy
φ=500 particules poreuses sphériques
φ=1000 particules poreuses irrégulières
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On augmente N

• En améliorant la qualité de la phase stationnaire
– Si on réduit le rayon du grain d’un facteur 10

– V=4/3.π.R3 avec R1 = 10
.R2

– Donc V1=1000
.V2 On peut donc mettre 1000 fois plus de grains

dans la colonne.

– S=4.π.R2avec R1 = 10
.R2

– Donc S1=100
.S2 La surface d’un grain est 100 fois plus petite.

– On met 1000 fois plus de grains de surface 100 fois plus faible.

– On gagne un facteur 10

– Si on réduit le diamètre d’un facteur 2, on gagne un facteur 4
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On augmente k’

• k’ = 1 → k’ = 2 passe de 0,5 à 
0,66 Gain de 32%

• k’ = 10 k’ = 20 passe de       à 
Aucun intérêt

• On peut augmenter k’, mais il est inutile de 
dépasser k’ = 10  
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On augmente k’

• Pour augmenter k’ on modifie la polarité de la phase 
mobile 

– Si la phase stationnaire est apolaire, un composé apolaire
voit son affinité pour la phase stationnaire augmenter si la 
polarité de la phase mobile augmente 

– C’est l’inverse pour les composés polaires

• k’ augmente, les pics sont retardés, mieux séparés 
mais il peut subsister un chevauchement car les pics 
s’élargissent quand ils restent plus longtemps dans la 
colonne 
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Méthode « informatique »
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Travail sur la détection

Amélioration de la sélectivité de détection (pour 
supprimer des pics interférents)

– Détecteurs sélectifs 

• MS et MS/MS

• Fluorescence

• NPD, ECD, etc…

16

Source Mono  Cellule Détecteur

Réseau Barrette 
de 
256
512
1024
2048
diodes

Source 
polychromatique

Détection UV‐visible



07/10/2020

9

Identification spectrale des composés

Détection UV‐visible

• Spectres de bande, très larges

Longueur d’onde

Une détection à 450 nm permet 
1. de voir le β‐carotène 
2. de ne pas subir d’interférence avec 

• La caféine
• l’acide acétylsalicylique
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Signal

Le couplage 
CL‐DAD

10 15 20 25 temps
19

3 produits

Vert
Orange

λ1

6

λ2

5

λ3

41 2 3

Rouge

Le détecteur DAD permet :
1. De voir que le pic 3 est impur
2. De doser indépendamment les trois composés contenus dans le pic 3
3. De contrôler la pureté des pics 1, 2, 4, 5 et 6

Bleu

On mesure l’absorbance à λ’ et λ’’ pour les‐quelles les 
ε sont différents

A'=ε'X
.L.[X] + ε'Y

.L.[Y]

A"=ε"X
.L.[X] + ε"Y

.L.[Y]

[X] et [Y] peuvent être calculées par les déterminants 
de la matrice 

    Lε"ε'ε'ε"

ε'A"ε"A'
X

XYXY

YY




     Lε"ε'ε'ε"

ε"-A'ε'A"
Y

XYXY

XX






Si le mélange contient n constituants, on obtient un système à n 
équations et n inconnues 

Mélange de deux produits X et Y

Le couplage 
CL‐DAD

λ’
λ’’ 
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Augmentation de la sensibilité de détection

Quercetine

Détection CLHP‐DAD à 370 nm

Détection CLHP‐DAD à 306 nm

Trans Resveratrol

Séparation du trans‐reveratrol (1) et de la quercitine (2) dans du vin rouge

trans‐reveratrol quercitine
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Augmentation de la sélectivité de détection

Le couplage à une détection par spectrometrie de masse

Différents types de filtres de masse

• Magnétique

• Quadripôle

• Piège à ions

• Temps de vol

• Résonnance cyclotronique

• ….
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Données LC-MS brutes

| 25

Heat map: 3D data
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Signal

Le couplage 
CL/GC‐SM
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RIC ou TIC

Spectrometrie tandem

Spectre 
d’ions fils

Selected 
Reaction 

Monitoring

31
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Hypothèse: une autre drogue (antibiotique: la Triméthoprime) a été administrée aux patients.
Elle a :

•le même temps de rétention
•La même absorption UV (220 nm)
•Le même spectre de masse !!!

Que la 3‐OH‐ Ropivacaïne !!
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Trimethoprim3‐OH‐Ropivacaïne

OH


