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SUMMARY 

Detection by infrared spectrometry in high-performance liquid chromatography 

The cell of a Perk&Elmer 521 spectrophotometer is adapted to the require- 
ments of infrared detection. It is possible to choose a mobile phase which is suitable 
at the wavelength used. Two types of separations are realised with this detection system. 

The first example is realised with isooctane as a mobile phase. The trans- 
parency of this classical solvent in infrared permits to work with 1748 cm-’ radiation 

\ 
corresponding to the absorption of the function C = 0 of esters. 

/ 
The second example is made with a mixture of tetrachlorodiflouroethane- 

trichlorotrifluoroethane (20:SO). This eluent can be used for many separations, its 
absorption in infrared is almost the same as that of carbon tetrachloride. 

The experimental conditions for utilisation of the infrared detector are discussed. 

lNTRODUCTION 

Depuis quelques an&es, d’enormes progres ont et6 realids en chromatographie 
hquide. En effet, les supports de fine grantiom&ie (5 et 10 pm) ont permis d’atteindre 
des efficacites tout B fait remarquables et simultanement l’appareillage a suivi cette 
Cvolution. 

Cependant, la detection reste un point en retrait par rapport aux efficacites 
de separation maintenant realisables. Les deux modes classiques sont insuffisants: la 
spectrophotometrie dans l’ultraviolet est limit&z dans son application et la refracto- 
metric differentielle par sa sensibilite trop faible. 11 faut done s’int&esser B d’autres 
modes de detection. 

R&emment, terrains auteurs, dont les travaux oat entre autre &i rappel& 
au XI Symposium de Chromatographie 5 Barcelone’, o_nt essay4 d’utiiiser la detection 
6lectrochimique. Celle-ci peut permettre de resoudre uncertain nombre de problemes, 
qu’il s’agisse des methodes coulom&riques ou amperometriques. Dans le cas de cette 
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den&e nous avons pu montrer que, par l’apport d’un tlectrolyte support, on peut 
adapter cette detection B tous les types de chromatographie2. Malheureusement, la 
pollution qui apparait aux Clectrodes restreint un peu cette mithode de d&ection et 
ce probl6me ne peut Ctre consid& comme rkellement rksolu. 

Parallelement, nous nous sommes intCressCs a un autre mode de d&e&on 
faisant appel B la spectromkie infrarouge. Ce mode de detection ne parait pas avoir 
encore don& lieu 2 publication. Toutefois, la .spectromCtrie infrarouge a d6j-a CtC 
utiliske en aval du dktecteur pour rbaliser le spectre des solutts ap& skparation afin 
de permettre leur identification 3s4 Comme tous les composk organiques pr&entent _ 
au moins une bande de vibration infrarouge active, le champ d’application de cette 
technique parait assez dtendu. Plusieurs probltmes sont & rksoudre: (i) choix de 
I’appareillage et construction d’une cellule B circulation de liquide de faibIe volume, 
(ii) choix du solvant et (iii) choix des conditions opkatoires et notamment de la 
frequence de travail. Notre travail a abordC ces diffkrents points. 

PARTIE EXPGRIMENTALE 

Le montage chromatographique comporte une pompe (Minipump Dosapro) 
avec un systime d’amortissement constituC de deux tubes Bourdon reliCs par un capil- 
laire. La detection est assurge g l’aide d’un sgectrophotom&e B double faisceau et 
monochromateur B rkeau (Perkin-Elmer Type 521) muni de cellules & circulation de 
liquide. L’injection est faite par seririgue (OS-5 ~1) & travers une tete d’injection (Reeve- 
Angel). 

.Les colonnes utilisCes ont ttC conGues pour des separations en chromatographie 
de partage B l’aide de phases impkgnkes. Les colonnes ont t% remplies au laboratoire 
par voie humide5 et impr&&es soit de /3$‘-oxydipropionitrile (ODPN), soit de Car- 
bowax 400’. 

RJ%JLTATS ET DISCUSSION 

DiZection du signal 
On cherchera B obtenir un signal proportionnel B la concentration du solute 

waverstint la celluie du dCtecteur. Dans le cas present, ceci sera rCalisC si, selon la loi 
de Lambert-Beer on dktecte la- variation d’absorbance de I’iluat en fonction de la 
concentration du solutb. Or l’appareil utilisC foumit un enregistrement IinGaire en 
pourcentsge de transmission. De plus les variations de transmittance produites par 
le solutk n’exctdent pas en g&Gral 10%. Aussi il est nkessaire d’utiliser un montage 
annexe.2 la fois pour amplifier le signal et pour le rendre liniaire en unit& de densite 
optique et done en concentration. Ce r&ultat est obtenu en utilisant I’amplificateur 
logarithmique d’un lecteur de concentration (Quanta de Type S 32). L’ensemble 
est schkmatise (Fig. 1). L’enregistrement se fait alors sur un enregistreur ext&ieur 
B plusieurs sensibilitks (Solea-Tacussel Type EPL 1). 

D&x types de ceIluIes de detection ont 6th utilisks. (1) La Fig. 2 prksente le 
montage le plus simple: une cellule & liquide scellQ classique, de chemin optique 
1 mm, a eu son volume interne r6duit B 100~1 par l’utilisation d’un spacer en plomb 
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Fig. 1. Montage annexe pour la mesure des densit& optiques. 
Fig 2. Celluie B liquide classique. 

muni d’une ouverture plus ktroite. Les bouchons en PTFE de la cellule sent perch, 
suivant leurs axes, aux diamktres ext&ieurs des canalisations de jonctions, elles- 
mCmes en PTFE Introduites dans les bouchons, les extr&nitCs de ces canalisations 
sont munies d’un m&plat. L’Ctanchkit6 est assurk d’une man&e convenable par 
compression de ces m&plats contre le fond des ouvertures du Porte-celiule. (2) La 
Fig. 3 pr&ente un ensembIe constitut d’une microcellule scell& B fen&res KBr, de 
chemin optique 0.2 mm, de volume 5 ,A (Perkin-Elmer) et d’un Porte-cellule en acier 
inoxydable. Ce demier est muni de deux capillaires de 0.5 mm de diamctre interne et 
diametralement opposis qui permettent la circulation de I’effluent chromatographique 
B I’intCrieur de la cellule. L’Gtanch&te est assurke par compression de joints en PTFE 
entre les faces extemes des fenetres de la cellule et les faces internes du Porte cellule. 
Dans ces deux montages, la circulation du liquide est n?alis& du bas de la cellule vers 
Ie haw-afin de permettre un meilleur remplissage et d’Cviter la formation de bulles. 

Choir du sohant 
On a deja signal6 que tous les produits organiques posddent des vibrations 

actives dans l’infrarouge. 11 est done indispensable de choisir un solvant qui prt%ente 
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Fig. 3. Microcellule. 
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Fig. 4. Separation dksters en chromatographie de partage. Colonne, LiChrosorb SI-60 (Spm) + 
ODPN; iIu$nt, isooctane, 2 mI/min; s = 250 mV; G = 1748 cm-‘; fentes, 150pm; ceIIuIe, lOO[d 
(Z = 1 mm); injection, 1 /II. 1 = Dioctylphtalate; 2 = di&thyladipate; 3 = di&hyIphtalate; 4 = 
dimCthylphtalate. 

une feni5tre de transmission au voisinage de Ia frequence de detection des solutes. Le 
chromatogramme (Fig. 4) montre une separation d’esters reali& en utilisant l’isooc- 
tane comme solvant, la detection se faisant 5 1748 cm-’ sur la vibration de vaIence 

\ 
C=O de Ia bande fonctionnelle. 

/ 
En fait, pour rendre ce mode de detection universe& il semble necessaire de 

travailler entre 3100 et 2800 cm-’ dans la region des vibrations de valence des groupe- 
ments alkyls. Or la piupart des solvants utilises en chromatographie liquide presentent 
de tels groupements et absorbent done dans ce domaine. Les solvants classiques 
u&% en spectroscopic iufrarouge, comme CS, et CC14, peuvent Ctre de bons Cluants 
pour la chromatographie liquide. Toutefois, leur force &ante, respectivement 0.15 
et 0.18 dans I’echelle de Snyder’, est trop importante pour remplacer les hydrocarbures 
pratiquement apolaires. De plus, ils posddent des points d’Cbullition assez . bas et 
une toxicite Clev& 

LJn essai rcaIis6 avec un melange 20:80 de tCtrachlorodifluoro&hane (CC&F- 
CCI,F) et de tricblorotrifbxoroethane (CCI,F-CCIF,), Foranes 112 et 113, (Ugine 
Kuhlmann), montre que la polariti de cette phase mobile est encore trop importante, 
done cette phase ne peut remplacer systimatiquement les hydrocarbures (Fig. 5). 
L’utilisation de solvants plus proches des fluoroalcanes devrait permettre de resoudre 
ce probltme. 

Fdpence de &tecthn 

La frequence de detection du solute determine le choix du solvant mais i’ouver- 
ture des fentes du monochromateur est egalement un parambtre fondamental. Dune 
part, I’bnergie recue par le detecteur est proportionnehe B la surface de la fente d’en- 
t&e du monochromateur done B Ia largeur geometrique de cette fente. D’autre part, 
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Fig. 5. Exemple d’utilisation d’un melange de foranes. Memes conditions que Fig. 4, sauf: &uw& 
Forane 11%Forane 113 (20:80), 1.5 mlimin. 

le pouvoir de r&solution du spectrophotombtre depend de la largeur de fente spectrale, 
qui est une fonction lintaire de la largeur de fente geometrique. Enfin, si on ouvre 
plus largement les fentes, on peut obtenir un signal don&, avec un gain d’amplifica- 
tion du dttecteur plus faible. En rtduisant ainsi le bruit de fond Clectronique, il est 
possible d’abaisser le seuil de detection. 

Comme nous operoos a frequence fixe, un pouvoir de resolution &eve presente 
peu d’intt&t et mCme pas du tout dans le cas d’un melange de solutes absorbant a 
des frequences differentes. Comme il est necessaire d’avoir au niveau du detecteur 
infrarouge un maximum d’energie disponible pour abaisser le seuil de detection et le 
temps de reponse de la chaine de mesure, il semble primordial d’operer avec une 
ouverture de fente importante. Malheureusement une telle ouverture a une grande 
inffuence sur les coefficients d’extinction mol&.tlaire apparents. Robinson* a montre 
qu’une largeur de fente supirieure a 40% ZI la largeur de demi-bande infrarouge 
diminue le coefficient ci’extinction molelulaire apparent de la bande et la loi de Lam- 
bert-Beer n’est pIus vdrifiee. 

Les chromatogrammes (Figs. 6 et 7) ont CtC realids avec une ouverture de 
fente importante; ils presentent des pits chromatographiques Clargis dont le sommet 
est Cc&C. Lorsqu’il s’agit de dttecrer, un melange de solutes dont les maxima d’ab- 
sorption sont situ& B des frequences assez voisines, il convient de trouver une fre- 
quence de travail moyenne qui permette un compromis: en ouvrant les fentes, on 
diminue la resolution, on obtient done un signal pour des produits auparavant non 
detect&, mais on abaisse les coefficients d’extinction moikculaires respectifs de ces 
solutes done la sensibilite de leur reponse. 

En general, les seuils de detection obtenus pour differents composants cl’un 
melange seront plus ClevGs que ceux trouv& en analysant stparement, aux frequences 
optimales, chaque constituant. 

Nous avons vu prtidemment qu’il est important que la reponse du detecteur 
(en unites de densite optique) varie likairement en fonction de la concentration du 
solute, c’est h dire que la loi de Lambert-Beer soit v&3i& La Fig. 8 montre que cette 
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Fig. 6. Sparation de phtalates. Colonne, LiChrosorh (1Opm) + Carbowax 400; &ant, isooctane; 
s = 50 Mv; f = 1741 cm-l; fen@, 973 ,um; cetlule, 0.2 mm; injection, 5 pl. 1 = Dioctylphtalate; 
2 = dibutylphtalate; 3 = di&ylphtaiate; 4 = dimithylphtalate. 
Fig_ 7. Sparation d’esters aliphatiques. M@me conditions que Fig. 6. 5 = Butyrate d%thvie: 6 = 
adipate dYthyle; 7 = malonate d’ethyle. 

Fig. 8. Liz&a&y de rkponse sur l’adipate d’&hyIe. p = 1748 cm-‘; fente, 4GO pm. 



D&E&ON p.4R SPE~ROM~~~ INFRAROUGE EN HPLC 301 

condition est v&ili6e,- daus le cas de l’adipate d’Cthyle, pour des quantith inject& 
variant entre 5 et 2OOpg. 11 est certainement possible en rkduisant Ie bruit de fond 
&ctronique, d’abaisser le seuil de detection ci-dessus. Cette reduction peut Qtre 

_ obtenue par l’amelioration du montage electrique annexe, represent6 sur la Fig. 1. 
Signalons enfin le grand interi% presente par la detection infrarouge pour 

l’etude d’un melange de composes aromatiques et aliphatiques qui ne peut Etre analyse 
completement en ultraviolet. 

CONCLUSION 

Un spectrophotometre infrarouge classique, muni de cellules a circulation de 
liquide, peut Ctre avantageusement utihse comme ditccteur de chromatograp‘hie 
liquide. En reduisant la longueur de la canalisation colonne-cellule et le volume inteme 
de la cellule, on peut encore esperer abaisser le seuil de detection de tous les solutes 
analysables. 

RJ%UMi: 

Les auteurs proposent une cellule adaptGe a une telle detection. I1 est possible 
de choisir un Cluant chromatographique compatible avec la longueur d’onde de tra- 
vail. Deux separations ont ite reaIisCes avec une teIle detection. 

La premiere montre que l’utilisation d’un eluant tel que l’isooctane est en- 

visageable par exemple pour l’btude de fonctions C=O a 1748 cm-‘. 

/ 
La dew&me est un essai avec un solvant plus transparent dans le domaine 

infrarouge : tCtrachlorodifiuor&hane-trichlorofluorethane (20: SO). 
De tels solvants peuvent permettre l’etude des groupes alkyls et couvrent done 

un tres large domaine. 
Les conditions experimentales dans un tel cas sont discutees. 
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