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Méthode de la normalisation interne

La méthode de la normalisation interne implique d’avoir identifié tous les constituants
présents sur le chromatogramme, ici P, le produit et I; et I, deux autres constituants (reste de
réactif, sous-produit identifié¢ etc.). Dans le cadre d’une CPG, nous considérons ici que
I’injection se fait sans solvant ou que le « délais de solvant » permet de ne pas tenir compte
de sa surface. Un étalon constitué¢ d’une quantité connue de chacun des produits et autres
constituants doit étre réalisé. On se base sur la relation de proportionnalité masse / surface’
des pics chromatographiques :

m=Kk.A.

Le coefficient de proportionnalité k est appelé coefficient de réponse absolu du
composé au systeéme chromatographique (ensemble appareil - détecteur).

Coefficient de réponse massique relatif
Dans I’étalon (noté ) : me =k,.Ad .

Les mémes équations s’appliquenta Iy et I, : mi" =k, A"

' Notons que cette relation de proportionnalité n’est pas applicable systématiquement mais doit étre validée sur
I’appareil utilisé. Elle dépend notamment du type de détection.
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On calcule les coefficients de réponse relatif massique d’un constituant I; par rapport

i,
au produit P : K, p=—t
P
mlet met
Or: k, =—= et k, =—=.
i Alet A:t
O dédui K m A
n en déduit que : P e er -
me A
11 est souvent plus aisé de travailler avec les pourcentages. Le pourcentage massique
) met et
en produit est : %my =—E- avec m;' =mg +m;" +m;" . Idem avec les surfaces : %A = i}
m; o A

avec A7 = A7 + AT + A’ Donc :

Kli/P =

soit :

Vomi %A
/P — %m;t '%Aieit

Coefficient de réponse massique relatif
de I; par rapporta P

L'intérét d'utiliser les coefficients de réponses relatifs est que I'on peut les considérer
comme constants entre l'étalon et I'échantillon : en effet, toute variation du systéme
chromatographique entraine une perturbation du méme ordre sur la réponse de tous les
composész.

Calcul des pourcentages massiques

Par conséquent, dans I’échantillon, en I’absence de produits inconnus, le pourcentage
massique du produit P est :

m m
%m, =—L=——F
my  Mme+m +m,

En utilisant la relation de proportionnalité masse / surface :

%M. = Mp _ Ke-Ap
Tompm o +m Ko Ak A KA
On divise par kp : %m, = Ke-Ap = A
Ke-Ap +K, A +K_A A +£ A+ ki, A
kP T kP T

On divise par I’aire totale At :

* Ce qui n’est vrai que si les pourcentages de 1’étalon et de 1’échantillon sont du méme ordre de grandeur.
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A
0
I k'z AP kll A'l k'z A'z 0 k'l o k'z 0,
Ae+ A+ 2 A YoPo + YA + %A
Ke Kp A ke A ke A Ke Ke
En utilisant les coefficients de réponse massique K,  :
o
%m, = Yol
%A+ K, o %A + K, o %A,
., . o %A,
De fagon générale, pour n constituants connus : Yom, =
%A, +z K, p- %A,

De fagon a faciliter les calculs, et garder le méme dénominateur que nous noterons
D= %A + K, p.%A +K . %A

%Py
D

Yom, =

L'expression précédente devient alors :

m

Le pourcentage massique des composés I;, %om, peut s’exprimer sous la forme :
1

Kli/PX%AI _ Kli/PX%Aii

%mIi = y - i - =
oAP+K|l/P./0A|l +K|Z/P.A>A,2 D

m

Si dans I’échantillon figure un ou plusieurs produits inconnus, on peut utiliser comme

coefficient de réponse arbitraire 1 ®:

o Ky p- %A,
A)mli = (V 0 0 0
OAP + KII/P'A)AII + K|2/p-A)A|2 + /OAProduitsinconnus

Calcul des pourcentages molaires

Le calcul des pourcentages molaires se fait selon :

M,

n n M
%n,,=—"= P =
N, ne+n +n. m, m m m, +m P im, y
M

I
<
<

* Dans la plupart des situations, ce coefficient arbitraire ne fait pas varier de fagon significative les résultats dans

la limite de la précision de cette technique.

17/11/2008 3/11

X. Bataille - ENCPB / RNChimie



En utilisant la relation de proportionnalité masse / surface, en divisant par kp et en
divisant par 1’aire totale Ar :

m %A
0 — P —
e Moo Mo e Moy o Moy
P I Mll 1, MIZ I,/P Mll 1 I,/P MIZ 5
M
Kli/P'WP'%Ai
Pour un composé [ : |%n, = :

%A, + K,I/P.I\I\:IIP.%A,I + K,I/P.I\'\;'IP.%Az

I Iy

De fagon générale, si dans 1’échantillon figure un ou plusieurs produits inconnus, on
peut utiliser comme coefficient de réponse arbitraire 1 et comme masse molaire arbitraire
Mp .

M
K,i/P.M—:’.%AIi
%on, = ‘

%A, +ZKM/P'%AM'|\I\;:P+%AP

roduits inconnus

Il est également envisageable de calculer les coefficients de réponse molaires :

M
n _ P
K /P = KI,/P'
M,
K", p-Y0A,
. . .lo _ i i
Le pourcentage molaire devient alors : [%n, = . T .
A)AP +Z K /P A)AII + A)AProduits inconnus
i
On notera la similitude des expressions :
0 n 0
oum. = Kli/P'A)AIi %n = K Ii/P'A)AIi
oftl = ofl, =
o o0 o 0 o n o0 0
I A)AP+K|1/P'A)AII +K|2/P'A)A|2 +A)A‘Produitsinconnus I A)AP-’_ZK Ii/P'A)AIi +A)AProduitsinconnus
i
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Exemple d’analyse CPG d’une substitution compétitive d’ions

chlorure et bromure sur le butanol

Référence (étalon)

Data File C:\CHEM32\1\DATA\1-CHLOROBUTANE\ETALONO3.D

Sample Name: l-chlorobutane

Acqg. Operator cb
Acq. Instrum + Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date 2007 3:00:00 PM Inj 1
: Manually
Method
hanged
Analysis Method :
Last changed
(modifi
Method Info : injection front inj front det
TCOT A, (1-CHLOROBU TANEETALONGS.0)
25w g H
3000 | 2 E
i 5
| ki 3
2500 - n
5 8
2000 i )
1500 -] ¥
1000 - g
- g
500 =
0
02 04 _ 08 08 1 12 min
Area Percent Report
ed By Retention Time
Data Modified
Mu er H
Di H o000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: TCD1 A,

Peak RetTime Sig
L [min]

Area
[25 uV+*s]

Type Area Name

e ———oeee
3.72729
3.96680 64. utane
5.38098 14.47069 butan-1l-ol

6533.07507

#++ End of Report **+*

Instrument 1 6/27/2007 3:33:33 PM cb Page

1

Mélange
Data File C:\CHEM32\1\DATA\1-CHLOROBUTANE\PDTO1.D
Sample Name: l-chlorobutane

RAcg. Operator : cb

Acq. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 6/27/2007 3:04:41 PM Inj : 1
Inj Volume : Manually
Rcq. Method : C:\CHEM32\1\METHODSE\ 1-CHLOROBUTANE .M
Last changed t B/27/2007 3:01:28 FPM by cb
imodified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\1-CHLOROBUTANE.M
Last changed : 6/27/2007 3:33:06 BM by cb
(modified after loading)
Method Info ¢ injection front inj front det
TCO1 A, (1-CRLORGBUTANEFDTOND)
250V | 2
3000
2500 g
- 1 i
§ 3
1500 - g T
! Ed g
1000 - s -
| -
i =
wntls
a == - Smsen
02 *, 04 08 08 1 12 min

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Retention Time
6/27/2007 3:33:06 PH
1.0000

1.0000

Use Multiplier & Dilution Facter with ISTDs

Signal 1: TCD1 A,
Peak RetTime 5ig Type Area Area Hame
# [min] [25 uV*s] L}
e ] B o B B
1 0.149 1 BB 5+ 635.51398 10.4 1=cl buane
BB T+ 3931.76978 64.51110 1-bromobutane

2 0.248 1
3 0.814 1 BB + 1527.43408 25.06160 butan-1-ol

Totals : 6094.71783

*** End of Report *+*+

Instrument 1 6/27/2007 3:33:11 PM cb Page

Etalon

BuCl | BuBr | BuOH

Echantillon

mi/mg | 2069 | 857,1 | 76,5

BuCl | BuBr | BuOH | Impureté(s) | somme

%om; 18,1 | 75,2 6,7

%A

10,43 | 64,51 | 25,06 0 100,0

%A 20,87 | 64,66 | 14,47

1. Calcul des facteurs de réponses

On prend comme référence, arbitrairement, BuOH :

K

0 et 0 e
_ A)mBUBI’ A)

woH 752 14,47

BuBr/BuOH —

0 et ) et
A)mBuOH /o

b

6,7 64,66

uBr
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_ %Mo %Anon 181 14,47

_ _ =1,88
BuCl/BuOH %mgtUOH o EIUCI 6,7 20,87

2. Calcul des pourcentages massiques dans I’échantillon

_ Kli/P'%AIi
Y%A K, %A K %A + %A,

L’équation est : %m

roduits inconnus

. —0 1) [} 1)
On calcule : D, =%Ag 04 + Kgiar/suon - 70 Asusr + Kaucrssuon - 70 Psuon T 70 Pbrouits inconnus

D, =25,06+2,51x64,51+1,88%x10,43+0=206,4

Keuci/suon - 70 Asucer _ 1,88x10,43

Pour le chlorobutane : %mg,, = D ~oea 9,5%
K 9
Pour le bromobutane : %mj g, = —222 B“ODH P _ 2, 521(?661’51 =78,4%
o
Pour le butanol : Y%oMgon = Kewon, B“E)H o Powon _ 12X0265;11 =12,1%

3. Calcul des pourcentages molaires dans I'’échantillon

K", %A,
%Ap +Z Kn|i/P'oA)AIi +%AProduitsinconnus

L’équation est : %n, =

. 0 n 0 n 0 0
On caleule: D, =%Ag,01 + Kgiarsuon 70 Psusr + Keucr/suor - 70 Psuct T %0 Poroquiss inconnus

M
Avec : K" e =K, p.—F
A4 I/P PM |1
n M BuOH
Pour le chlorobutane : K" suct/suon = Kauel/suon - =1,50
BuCl
n M BuOH
Pour le bromobutane : K" gur/Buon = Keusr/suon - =1,36
BuBr
Donc : D, =25,1+1,36x64,51+1,50x10,43+0=128,2
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n 0
Pour le chlorobutane : %ng ¢, = Keucaon *%0Aue _ 1,50x10,43 12,2%

D 128,2

n

n 0
Pour le bromobutane : %Ny, 5 = Kever von * 70 Rper _ 1,36x64,51 68,2%

D 128,2

n

1 0
Pour le butanol : YoNg,on = Yo Pnon _ 25,1 =19,5%
D 128,2

n

Tableau récapitulatif
BuOH | BuCl | BuBr
%A 25,06 | 10,43 | 64,51
%m; 12,1 9,5 78,4
%n; 19,5 12,2 68,2

Conclusion sur la méthode

Rappelons qu’étant donné la précision de la technique (entre 2 et 5%), les
pourcentages de I’expression finale des résultats sont arrondis au % le plus proche.

Notons que lorsqu’un produit est en grand exces par rapport & un autre (plus d’un
facteur 10), les pourcentages massiques et surfaciques, compte-tenu de la précision de la
technique, sont assimilables. Il n’est donc souvent pas nécessaire de faire des calculs qui au
bilan ne servent a rien, mais encore faut-il vérifier préalablement qu’ils sont inutiles...

L’ensemble de ces calculs ont été réalisés a 1’aide de la feuille de calcul jointe :

Calculs par la méthode de la normalisation interne

Feuille prévue pour quatre comy S + impuretés

Mgtzlon £ MG
A ou %A
%A 14, 0o

m oo

Win 2 o0

K™y 100 188 1,00
K"» 100 150 35 1,00

IR
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Méthode de I'étalon interne

Avec la méthode de 1’étalon interne, I’analyse quantitative peut étre faite en solution
diluée et présence de produits inconnus. La seule contrainte consiste a préparer une solution
de référence (ou étalon) constituée du produit a analyser et d’une quantité connue d’un étalon
interne. Cet étalon interne est un composé initialement absent de 1'échantillon a analyser, qui a
une structure et des propriétés physico-chimiques proches du composé dont on veut
déterminer la concentration.

Dans un premier temps, on analyse une solution contenant I'étalon et le composé voulu
en quantité¢ connues (appelée solution étalon ou étalon). Dans un second temps, on réalise
l'analyse de I'¢chantillon dans lequel on a ajouté une quantité connue d'étalon”.

Les calculs sont basés sur la relation de proportionnalité masse / surface des pics
chromatographiques’. Dans 1’étalon (noté ® ) constitué du produit & analyser (noté P) et de
I’étalon interne (noté E) :

ms =k, A5 et mg =k, .AS.

Coefficient de réponse relatif du produit par rapport a I’étalon

On exprime’ le coefficient de réponse relatif du produit par rapport a I’étalon :

K _kP:met Aét

P/E T et * pet
ke m

o

+=

Calcul des pourcentages massiques

Il est préférable de travailler avec les pourcentages. Les pourcentages massiques et
surfaciques sont :

mgt et
L
me A
donc :
et et
_%mg %A

P/E _%met'%Ast
E

Souvent cette méthode est utilisée en solution ou il est plus commode de travailler

. . m g
avec les concentrations massiques. Comme : p; = V—' , on en déduit :
S

_pp %A

P/E ™ et "o, A€t
pe VoA

# C’est bien souvent la méme que dans la solution étalon, mais ce n'est pas obligatoire.

> Notons que cette relation de proportionnalité n’est pas applicable systématiquement mais doit étre validée par
un test de linéarité.

% Son calcul n’est pas nécessaire.
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En considérant K, . constant :

< _ p_,e;,t‘%AEt étalon= p_P%AE échantillon
" %A pe YA

Par conséquent :

pp %A %A
Pe =Pe o a o A

o AT oA,
Or la solution d’étalon interne est la méme’ :p. =p%, donc :

_pt %A %A
T AT %A

Pp (D

Cette €équation peut aussi €tre exprimée avec les pourcentages massiques :

« %AE %A

%m, =%ms. . 2%

P AT %A

Exemple d’analyse en CLHP de laréduction du benzile en
hydrobenzoine

Préparation de I'étalon

Fiole « mére » ® de 20 mL : ~100 mg d’hydrobenzoine,
~100 mg de benzoine,
~100 mg de benzile,
qgsp €¢luant.

Fiole « mére » @ de 20 mL : ~100 mg de paracétamol.

Préparation de la fiole « fille » de référence : 40 uL de la fiole mére O© et 40 uL de la
fiole mére @ dans une fiole de 20 mL (gsp éluant) puis injection en CLHP.

Exemple de résultats :

paracétamol, m = 102,5 mg, A =29,25 %,
hydrobenzoine, m = 102,0 mg, A=17"71 %,
benzoine, m = 105,9 mg, A =20,83 %,
benzile, m = 103,7 mg, A =33,20 %.

7 Si le volume d’étalon interne placé dans la fiole a analyser est rigoureusement le méme, ce qui n’est vrai qu’au
prix d’une certaine incertitude.
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Préparation de I’échantillon

Pour I’échantillon, chaque étudiant dissolvait ~100 mg de son solide dans une fiole de
20 mL pour préparer sa fiole « mere ». La fiole « fille » était préparée en dissolvant 40 puL de
sa fiole « mére » et 40 puL de la fiole mére @ dans une fiole jaugée de 20 mL (qsp éluant).
Cette solution, aprés homogénéisation, était injectée en CLHP.

Exemple de résultats : paracétamol : A =63,92 %,
benzoine : A=0%,
benzile : A=0%,
hydrobenzoine : A =36,08 %.

Le calcul de la concentration massique en hydrobenzoine se fait a I’aide de I’équation

(D

p _ pe’talon % ét;rlzgétamm %AHydrobenzo'l‘ne

Hydrobenzoine — F Hydrobenzoine * étal .
% Avi?d?(r:benzo'me % AParacétamoI

Or:

étalon _ mHydrobenonne Esolution mére 10210_3 4-010_6

Hydrobenzoine — . - -3 -3

Vfiole mere Vfiole fille 2010 20 10

Donc :

=9,51 mg.L'

102.107° 40.10‘6j 29,25 36,08

Physrobeneine :[ 20.10° "20.10° ) 17,71 63,92

La masse d’hydrobenzoine contenue dans I'échantillon est donc :

-3
V=9,51.10"x 20.10
40.10°°

x20.107 =95,1 mg

mhydrobenzo‘ine - p hydrobenzoine

Or la masse pesée ¢tait de 101,7 mg. Le rendement CLHP est :

95,1
TeLup :m = 93,5 %

La synthese réalisée a partir de 512 mg de benzile a donné 443 mg de solide. Le

rendement de la synthése est :
_ 443 214,2

T ., ——.
e 512°210,2

88,2 %

Le rendement en hydrobenzoine est :

Thydrobenzo‘l‘ne synthése X z-CLI—H’

=0,935x0,882=82,4 %
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L’ensemble de ces calculs ont été réalisés a 1’aide de la feuille de calcul jointe :

Dosage par la méthode de |'étalon interne

Fioles étalons

Cam i
“olume fiole rrl Hydrobenzoine
Benzoine
Eenzile

Feuille limitée paur troi

“alume fiale mbL

Fiole echantillon

antillon JISNINGE Mo
ume fiole L

63592 |3608] O 0

(] RN Y ] O]

rafo| | o] S oo ool
-
[

SR g ] o]
oo o o) o

—_
(]
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