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Chromatographie en

Phase Gazeuse (CPG)



Dr Lab
L.a chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une
methode physique qui permet de séparer les
constituants dun mélange gazeux par suite

d’équilibres entre une phase mobile gazeuse et une

phase stationnaire, qui peut étre liquide (partage)

ou solide (adsorption).
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Figure 1. Effet du transfert de masse sur P’élargissement de bande : (a) Profils
gaussiens d’équilibre idéal pour le soluté dans la phase mobile et dans la phase
stationnaire. (b, ¢) Si nous laissons la bande du soluté se déplacer sur une petite
ldistance vers le bas de la colonne, il n’existe plus d’équilibre entre les deux
phases. Les fleches rouges montrent le mouvement du soluté — ce que nous
appelons le transfert de masse du soluté — de la phase stationnaire a la phase

mobile, et de la phase mobile a la phase stationnaire. (d) Une tois 'équilibre

rétabli, la bande du solute est désormais plus large.
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Ce phénomene est dynamique, les molécules passant
continuellement d'une phase a l'autre; ce qui crée un état
d’equilibre entre la phase mobile et la phase stationnaire
pour un constituant en particulier. A ce moment le
rapport des concentrations est égal au rapport des

répartitions dans les deux phases ou coetficient de partage

K.

ou C. = concentration dans la phase stationnaire

Ci, = concentration dans la phase mobile
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1. Gaz vecteur
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Le gaz est contenu dans des bouteilles munies de

manometres.

Il circule dans la colonne a débit constant, il doit répondre

a certaines qualités :
- Faible viscosite ;
» Grande purete (filtres séchant et réducteur)

(> 99,9995 %) ;

- Inertie vis a vis de I’échantillon et de la phase stationnaire ;

- Comp atibilité avec le détecteur.
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Les principaux gaz utilisés :

Pazote (N,) ;

Pargon (Ar) ;

Phélium et (He) ;

’hydrogene (H,).

| = H, ou He pour les catharometres ;

| = N, H, ou He pour les FID ;




Vanne du réservoir Dr I ab

¥ Piege a hydrocarbures

; ) Piége a oxygéne
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2. Seringues




Caractéristiques de la seringue Dr1ab

Aiguille amovible Seringues pour
UILL L is Dbt bbb bbb bbbt e il b Aguiant Eschaoin “_Ei é{:ha nti"unneu rS'
' automatiques

Extrémité de I'aiguille Graduation du Corps  Collerette Piston
volume

Aiguille fixe

W Seringue manuelle
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Extrémité du piston (PTFE)

Dessin de référence (échelle arbitraire)

Pour 111]ecter 111*11'111&]1&:1’11&:11‘[ ou autmnqthuenlent il y a
s pour choisir la s |
Quahher le ‘r\pe d’échantillon ;

Deéterminer le plus petit volunle a pipeter ou injecter.
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_ 0.5 pL
La couleur exprime le volume.
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P 500 pL/50.0 mL
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3. Injectenrs
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I [’mjection dans toute colonne de chromatographie
doit répondre aux 2 impératifs :

= Représenter une quantité sutfisamment petite pour

ne pas surcharger la colonne, mais suffisamment

grande pour fournir une réponse au détecteur ;

| * Représenter une durée bréve pour ne pas élargir les

pics. L'injection doit se faire dans la plus petite
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Pour les molécules plus volatiles, 1l reste le choix de

Pinjection par division (split) ou seule une fraction

de I'échantillon est analysee ; 1l faut alors savoir qu’il
existe un risque de ségrégation entre les molécules

lors de I'utilisation d’un diviseur.
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" Ce phénomene est évité en utilisant un mjecteur «
On-column ». Son principe est basé sur le dépot
liquide de ’échantillon dans la colonne. Dans ce cas,
toute la partie d’injection est refroidie en
permanence par une circulation d’eau ou d’air.

" Le développement de systeme de température de
vaporisation programmeée est appliqué

principalement aux injecteurs split/splitless. Les

avantages et les mconvénients de ces différents

systemes sont résumés dans le tableau suivant :




Tableau. Comparaison des différents systéemes d’injection.

Mode d’injection

Injection directe

Injecteur split

Injecteur splitless

Injecteur on-

column

Avantages
Simple
Faible quantite
d’échantillon
Analyse de traces
Adapté pour tous les types
d’échantillons
Bande d’injection étroite

Adapte pour I’analyse

quantitative de traces

Peu de discrimination
Adapté pour I’analyse
quantitative

Pas de discrimination

Inconvénients

Pollution de la colonne avec

risque de surcharge

Reproductibilité liée a la
nature

de I’échantillon

Choix limité de solvants et
de

tempeérature

Pollution de la colonne

DrI.aib



a. Injecteur par Vaporisation Directe Pr Lav

Pour les colonnes remplies et les colonnes capillaires
530 um, qui nécessitent un debit de gaz de plus de 10
ml/minute, la méthode a « vaporisation directe » est
simple. Tous les modeles dérivent dun meme

montage de base correspondant a un tube meétallique

! double d'un chemisage de verre (Insert), balayée par le

gaz et chauffé a la temperature moyenne d’ébullition

D s
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L’une des extrémités de 'injecteur est obturée par
une pastille d’élastomere siliconé (Septum) pour
permettre le passage de aiguille de la micro-seringue,
Pautre extrémité est raccordée a la colonne. La totalité
de 'échantillon est introduit dans la colonne en

quelques secondes.
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Septum Carrier

purge gas
e
Sample 3mL/min
gas :
: 9mL/mi
:‘V § - mL/min
Glass !
insert :
:
I
I
Heater * e Possible to set suitable
flow rate for separation
e Reduce ghost peak from
septum and improve
- separation with solvent
peak
Wide bore _ 4

column



b . Injecteur « split/splitless » Dr Latb

Pour les colonnes capillaires a faible debit, les plus
petits volumes introduits avec la micro-seringue
peuvent saturer la colonne. Des injecteurs pouvant
fonctionner suivant deux modes sont utilisés, avec
division (split) ou sans division (splitless)

1 La température de 'injecteur doit étre supérieure

| d’environ 20 °C i la température du produit le moins

volatile. Le volume injecté est faible __(_quelques




syringe barrel

syringe needle

top of
instrument
septum purge

carrier gas in

split vent =

glass liner

injector’s
heater block

split point
oven liner

capillary
column
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[Vaiguille perce un

septum en caoutchouc et
pénetre dans un revétemen
en verre situé a 'inténieur d’un
bloc chauffant.

Dans une injection
fractionnée, ’évent divisé

est ouvert, ’évent divisé

est fermé pour une iniectiﬂn

sans Division.




b.1. Injection Split Dr I aib

Lors dune injection fractionnée, nous injectons

Péchantillon a travers un septum en caoutchouc a

Paide d'une micro-seringue. Au  lieu d’injecter

echantillon directement dans la colonne, 1l est injecte
dans un revétement en verre ou il se mélange au gaz
vecteur.

Le gaz arrive avec un grand deébit dans la chambre

de vaporisation.
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Au point de division, une vanne de fuite sépare le courant
gazeux (du gaz porteur et de ’échantillon) en 2 parties dont
la plus petite fraction est la seule a entre dans la colonne
capillaire, le reste sortant par 'évent divisé.

Un dispositif regle le débit de fuite (généralement entre
50 et 100 ml/minute) ; en controlant le débit du gaz porteur
entrant dans I'mjecteur et les débits a travers la purge du

septum et ’évent divisé. Le facteur de division (split) varie

entre 0.1 % et 10 %.
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Par exemple, si le débit du gaz vecteur est de 50
ml/min et que les débits de purge du septum et de
ventilation séparée sont respectivement de 2 ml/min et
de 47 ml/ min, le débit a travers la colonne est alors de

1 ml/min = (50 — 2 — 47). Le rapport de Péchantillon

entrant dans la colonne est de 1/50, soit 2 %.




Sample Sample
Injection needle
,O(?rt |

Carrier gas
100kPa

----- L)L
53mL/mIN

Split
resistance

Split vent

50mL/min

1 mL/min

Dr I ait



b.2. Injection splitless DrLab

Dans une injection sans division qui est utile pour
Panalyse des traces, nous fermons l’évent divisé et
permettons a pratiquement tout le gaz porteur passant a
travers le revétement en verre d’entrer dans la colonne, ce
qui permet a pratiquement tout ’échantillon d’entrer dans
la colonne. Etant donné que le débit a travers 'injecteur
est faible, un élargissement significatif de la bande de la
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Maintenir la température de la colonne a environ 20-
25 °C en dessous du point d’ébullition du solvant
permet au solvant de se condenser a l'entrée de la
colonne capillaire, formant ainsi une barriere qu
emprisonne les solutés. Apres avoir laissé les solutes
se concentrer, la température de la colonne est

augmentee et la séparation commence.
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Le mode splitless sur colonne capillaire est réserve
aux echantillons en solution trés diluée.
Les colonnes capillaires remplies ou « Wide bore »

peuvent etre connectées a ce type d’injecteur.



Sample — Sample Septum
m;ecnan needle ourge

pot }
' R '.'.':."."'.}.)

3mL/min
Iml/min

SmL/min

Sample _'
Vent  Tap gas

AR e e

OmLmin

Capilary
column

Split
fesistance

Imu/min

Dr I ab

1~2 minutes

elm

Sample Sample Septum

ij‘CHDﬂ needle purge
port
Carrer gas~ | ge= e 9
150kpa i
L | S0mL/min
S3mLimin |
Sample Capiliary
Vent  Tap gas ff column

49mLimin

Splt
resistance
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c. Injecteur « Cold On-column »
Ce dernter procédé consiste a injecter lentement
I'échantillon, a froid, directement a I'intérieur de la
colonne capillaire «On-columny», sa vaporisation se
faisant apres dépot (évitant ainsi les processus de
vaporisation a haute temperature qui peuvent affecter
de facon irréversible les résultats quantitatifs). Un
refroidissement permanant du corps de l'injecteur par

air froid empéche la vaporisation dans aiguille.
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Septum Carrier

purge gas
| >
Sample 3mL/min
gas .
Ld [ ] 9mumin
E &.ﬂ'_'-.-._._
Upper part of Heater Cogff;ng
0.53mm 1.B.
column
or
- W :-;
Empty, Inactive

treated 0.53mm
[.D. column,
without
stationary phase
(retention gap)

i i

0.25-0.53mm |.D.
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[’usage d’'une micro-seringue spéciale est necessaire.

L’aiguille (acier ou silice), dont le diametre est de

Pordre de 0,15 mm, pénetre a I'intérieur dune pré-
colonne (ou d’une colonne) refroidie vers 40 °C, avant

de reprendre sa température normale.
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Ce procéde, utile pour les composés fragiles (applications en
biochimie) mais difficile a maitriser sans injecteur
automatique, est réputé pour :

- Ne pas provoquer de discrimination entre les composeés de
volatilite différente ;

- Elilminer les risques de décomposition ou de
dégradation thermique tout en permettant Putilisation de
solvants trés volatils ;

- Limiter la perte d’efficacité en prevenant 'ejection des

echantillons vers actiere et donc I'elargissement des pics.
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4. Composés concernés
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> Molécules volatiles naturellement ;

» Composes gazeux ;

» Molécules susceptibles d’étre vaporisés par
chautfage sans décompositions ;

> Composés qut, par des réactions de dérivation, sont
rendus volatils a des températures ne provoquant pas

leur déecomposition.
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5. Four
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Ordinateur

Source de gaz
et purificateurs

Port d’injection
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La colonne se trouve dans un four régulé.

[’échantillon vaporisé est transporté vers la colonne
par le gaz vecteur. Les composés se repartissent
sélectivement entre la phase stationnaire (revétement)

et la phase mobile (gaz vecteur).
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|

|I - La température est un parametre inportant. Elle joue un
role sur la rétention, la sélectivité, 'efficacité;
- La rétention augmente quand la température diminue ,
- 1a sélectivité diminue avec la température ;
- La séparation est meilleur a basse tempeérature.

* Isotherme : la température est constante tout au long de

I'analyse

* Gradient : Un gradient de température peut etre ayphque
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&) Pour les composés de meme volatilité ;

Jll Reétention similaire ;

Pour les composés dont la rétention differe ;

Mauvaise forme de pics ;

Mauvaise sensibilité pour les composés fortement retenus ;

Mauvaise séparation pour les composés dontk < 2 ;

Pour les composés d’une série homologue la rétention

varie de maniere logarithmique.
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. Gradient : Un gradient de temperature peut étre
appliqué au four pour €éluer tous les composés.
> Température initiale faible pour la séparation des
composés a bas point d’ébullition
> Augmentation de la température pour permettre

| ’élution des autres composés ;

» Pour une série homologue la rétention est linéaire
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> Les composés sont élués avec a peu pres la méme
largeur de pic;

»La sensibilité augmente pour les composés €lués

le plus tardivement.
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Hll Théorie de la programmation de température

» HEn gradient de température la rétention est diminuée

par 2 tous les 30 °C ;

» Les analytes sont initialement immobilisés en téte

de colonne ;

| - Ils stagnent jusqu’a ce que la température devienne

compatible avec leur vaporisation et partage
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» Comme chaque analyte a une pression de vapeur
propre, c’est le principal processus de séparation

en gradient de température ;

LY

» Une fois que le composé commence a etre

LY

chromatographie, 1l accéelere dans la colonne a la

meme vitesse que les autres analytes.



Temperature

| min

240 °C

pendant 5 min

/10 °C/min

jusqu'a 240 °C

300 °C

pendant 4 min

10 °C/min
msqu'a 300 °C

Isotherme

Dr I ab

Programmeée

Temps



Mise en place de la programmation Dr Lao

Une programmation classique est utilisée pour évaluer
la nature de léchantillon (gamme de volatihte,

nombre de composés, adaptation de la phase, etc.).
En général on adopte la programmation suivante:

[.a température initiale doit étre aussi basse que

possible ;

Le gradient doit étre de 10 °C/min ;
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§# température finale doit étre compatible avec la

température limite de la colonne ;

Le temps final doit étre de 10 min pour permettre

I’élution des composé€s.

ol St les pics éluent dans un temps inférieur a 25 % du

temps du gradient, Il est possible de travailler en

isotherme.
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I Avantages d’une programmation de température

» Utile pour découvrir la nature de I’échantillon ;

« Meilleure séparation pour des composés qui ont des

retentions differentes ;

= Amélioration de la limite de deétection, ]la forme des

pics et la précision ;

* Permetle nettoyage de la colonne ;




Inconvénients Dr 1. ab

» Plus complexe ;
» Augmentation du bruit de fond ;
» Deégradation plus rapide de la colonne ;

» Analyse plus longues du fait du refroidissement de la

tempeérature.
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6. Colonnes
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Elles contiennent la phase stationnaire, et se présentent
sous forme de tubes fins enroules.
Il existe 2 types de colonnes :
1. Les colonnes remplies

Chromosorb® ; Sphérosil g Porapak

Diametre de 2 2 6 mm et longueur de 1 a 3 m. Elles

sont en tubes d’acier ou verre.
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Elles sont remplies dun support poreux et inerte
sous forme de grains sphériques (d’environ 0,2 mm
de diametre) sur lequel est imprégnée la phase

stationnaire.

Elles sont moins résolutives que les colonnes

capillaires ;




colonne
capillaire

Dr I ab

colonne
remplie



2. Les colonnes capillaires (a tube ouvert) Dr Laib

Diameétre de 0,1 a 0,53 mm et longueur de 10 a 100
m. Elles sont en tube d’acier inoxydable ou en
silice fondue ;

[.a phase stationnaire est directement déposé€e sur

la paro1 interne de la colonne sur une épaisseur de

0,05 2 5 pm.




Revétement en polyimide Dr Laib

- Phase
Silice fondue stationnaire
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On distingue les colonnes:

SCOT (Support Coated Open Tubular) : elle
contient le support solide recouvert de la phase
stationnaire liquide ;

WCOT (Wall Coated Open Tubular) : elle contient
uniquement le film de la phase stationnaire = une

pellicule liquide a I'intérieur du tube ;
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PLOT (Porous Layer Open Tubular) : elle contient un

solide poreux tres finement divisé ; ce type de colonne
n’est pas adapté pour les huiles essentielles, mais pour
Panalyse des gaz, le phénoméne mis en jeu est

Padsorption.

WCOT
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6.1. phase stationnarre
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Choix de la phase stationnaire
Une phase apolaire retiendra d’autant plus un composé
qu’ll sera apolaire (et mversement), Exemple : Squalane
(apolaire) ; Carbowax (polaire)

Une phase apolaire retiendra les composés dans

Pordre de leur température d’ébullition (donc sortie

._ des composés dans Pordre de leur température

| d’ébullition croissante)

ﬁ " ::'l.'
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Phases stationnaires liquides Dr Lab

*_% CH;- CH.‘,—O'—*_'—ﬂ'r

lI

)
n

Polyciloxanes Polyethyléneglycols

Différentes phases stationnaires
Les phases les plus courantes sont:

Les polyéthyléneglycols (PEG)

Les Polymeéres polaires (composés des colonnes

Carbowax *) de type:




] Dr I.aib
+ CH;~CH;—O——+
_n

Polyethyleneglycols

Les polysiloxanes (« huiles et gommes de
silicones ») correspondant a la répétition d'un motif

de base de type:

R
* Si—ifl){>ﬂr
. n
R

Polyciloxanes
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Hll Suivant le pourcentage de groupement R par rapport aux
groupes CHj;, on peut modifier la polarité de la colonne et

donc ses propruetés en chromatographie.

% 31 R= CHj3;, l1a colonne est completement apolaire et

sépare les produits suivant leur point d’ébullition (noms

commerciaux : DB-1, OV101, SE-30...)

|

« S1 le pourcentage de R= Phényle est égal a 5 %, la

colonne la plus utilisée en CPG, elle est répertoriée sous les
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| =+ Si on incorpore un substituant cyanopropyle (R= -CH,-

CH,-CH,-CN), la polarité augmente beaucoup (a cause
du fort moment dipolaire du groupe -CN). Ce sont les
phases DB 1701, CPSil 18...
Ces phases a base de silicone présentent 2 avantages pour la
CPG

d - Une bonne inertie chimique, elles ne réagissent ni avec les
phases mobiles, ni avec les produits mnjectes ;

LEY s o ” N & B T 5 Fax¥ & . - a 5 el 1T 4 i A
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™Name Twvpe Structure Solvent Temp. limit (C)
v -1 Dimethylsilicone gum [—%Iéa Tolucne 325 _3TS
OWV-101 Dimethyisilicone [‘%ﬂ Tolucne 3ZXZS5—3TS

Y Ll
OV-3 Phenyvimethyldimethyisilicone i - =S5i—0— Accetone 3IZ5—-37TS
£ e CHy m
— CHz— ~ CGHz—
OV -7 Phenvimethylsilicone D 5 i-O-| |- I—GEI Acetone 3S0—37S
¥ ] A2l = J.Lensdm
o -§Hs [LSHs
OvV-11 Phenvimethylsilicone == —5i—0— Acctone 325375
L. e CH; —m
OV-17 Phenvimethyildimethvyisilicone I:S—F‘éa Acctone A2S5-_3TS
=
— 9 ~ ©H,
OV-61 Diphenyvldimethylsilicone —g—c— i-GEI Acctone 325375
— —y Ha e
ey
OV-73 Diphenyildimethylsilicone gum —Si—C-— i'aﬂ Tolucne 325350
L —t iy e Hx ry
e - — CHy
ONV-22 Phenyvilmethyldiphenyilsilicone —5i-0- i—-O— Accetone 350375
b — iy H:‘.‘! Fiil
— e — H.a
DV-25 Phenylmethyldiphenyilsilicone =S = i=—O— Acetone 3A5N-237S
— ) e Ha T
OV-105 Cyanopropylmethyl-dimethylsilicone Acetone 275300
OV-202 Trifluoropropyvimethyisilicone Chloroform Z50—27S
OV-210 Trifluoropropyvlmethyisilicone Chloroform 275350
OV-Z15 Trifluoropropyvimethwvisilicone gum Ethyl acctate 250—275
ODOWV-225 Cyanopropyilmethyviphenylimethyl silicone Acetone 250300
DV-2T75 Dicvanoallvisilicone Acetone 250—27S
OV-330 Silicone Carbowax copolyimer Acetone Z250—-275
(W -351 Polvglyvcolnitroterephthalic Chloroform 250—275
% =171 INDimoecthviphenvicvano-substituted polyvimer Acetone I35
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Diétecteurs
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L.e choix du gaz a trois conséquences directes sur le

chromatogramme :
- Sensibilité du détecteur ;
- Efficacité de la colonne ;
- Forme des pics.

Le débit doit étre parfaitement stabilisé méme en cas

de variations des conditions opératoires

(programmation de température).




Catharometre

Détecteur a ionisation de
flamme

Détecteur a capture d’électron

Détecteur de composés azotés
et phosphorés

Détecteur a photométrie
de flamme

Détecteur a émission atomique

Détecteur de masse

* Détecte des composés dont la conductivité thermique
differe du gaz vecteur

« Détecte les composés qui briilent ou s’ionisent dans
une flamme

* Détecte des composés capturant des électrons
(par ex., composés halogéneés)

» Détecte des composés contenant de I'azote et du
phosphore

» Détecte des composeés contenant du soufre et du
phosphore

* Réglable pour de nombreux éléments

* |dentifie les composants a partir de leurs spectres de
masse (outil d'identification le plus puissant
actuellement disponible lorsqu’associé avec la GC)



ECD _
NCD (N) __
NCD (P) _
FPD (S) _

pg ng ug

mg
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Revétement en Polyimide

Silice fondue

Phase stationnaire




A Pintérieur d’une colonne capillaire Dr Lab

Une colonne de GC capillaire est constituée par un
tube étroit (D.I. de 0,05 a 0,53 mm) dont la surface
interne est recouverte d’'un revetement mince en
polymere (0,1 2 10,0 pm).

I est critique de sélectionner la bonne colonne

capillaire ; ce chox se fait d’apres des facteurs

comme la selectivité, la polarité et la teneur en

phenyle.




DrIab
Le diametre de la colonne a un effet sur 'efficacite,

la rétention de solutés, la pression de téte et le débit

du gaz vecteur.

La longueur de la colonne a un effet sur la rétention

de solutés, la pression de téte, le ressuage (bleeding)

et le cout.




Domaine d’application Dr Lab

o Molécules volatiles (pression de vapeur notable en

dessous de 250 °C) ;

o Deérvatisation pour augmenter la volatilité ;
s Masse moléculaire < 500 gmol™;

o [Les molecules fortement polaires sont moins
volatiles quand elles sont dans des solvants polaires

(forces intermoléculaires).



Comparaison entre CPG & HPLC

CPG HPLC

- Séparation en phase gazeuse - Separation en phase liquide

- Composés volatils et non - Indifférent
thermolabiles
- Séparation a température élevée - Scparation a temperature ambiante

- Sélectivité limitée - Grande latitude d’ajustement des
selectivites
- Constante de diffusion élevée - Constante de diffusion faible

- Viscosite faible - Viscositeé élevee
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