
Chromatographie liquide à haute 
pression (HPLC) 



        HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 
 

 

 *La gravité et la pression atmosphérique→ hautes pressions (100 -450 bars)  

 *Analyses très fines en des temps remarquablement courts. 

 



 Chromatographie liquide à haute pression (HPLC) 

 

 

Mise au point vers 1967 par Huker et Hulsman 

 

 

Peut séparer pratiquement tous les mélanges 

 

 

Seuil de détection par rapport à celui de la CPG 



Appareillage et matériaux 

 

• Appareil commercial  

 

  

































• Efficacité N d’une colonne 

 

 

 

•   

 

 



• VM = tM x D si le débit D de la phase mobile est constant 

• VR = tR x D  

• Facteur de rétention k (facteur de capacité)  

 

 

• Facteur de sélectivité (ou séparation) α entre deux solutés  

 

 

• Facteur de résolution R entre deux solutés  









Les phases stationnaires sont presque  les mêmes que 

celles qu’on a vues dans les cours précédents où il avait 

l’échange ionique, l’exclusion, partage, adsorption… etc 



Phase mobile: 

 

     -solvant ou un mélange de solvants qui doit être de pureté analytique  

     -filtré avec un  filtre, en acier inoxydable d’une porosité de 2 mm 

 



Principaux solvants: 



 Pompe: 

  -pression élevée 

  -débit constant 

  -inerte  

   Les pompes utilisées en HPLC sont des pompes à piston 



Injecteur: 

 

*la pression est très élevée 

 

*Introduire l’échantillon à l’aide d’une seringue dans un injecteur : 

 

 -On injecte toujours un volume supérieur à celui de la boucle sans bulles d’air. LOAD 

 -En tournant la valve en position INJECT (seul le contenu de la boucle est dirigé en tête de 

colonne). résultats très reproductibles, d’une injection à l’autre. 







Colonnes: 

 

 -La plus importante du système. 

 -Les colonnes sont en acier inoxydable. 

 -longueur  (5 à 25 cm ). 

 -diamètre interne (4 à 4,6 mm). 

 

Colonnes remplies: 

 

 le diamètre des particules (3 à 10 μm).  

 

Une colonne de garde: 

 

             c’est une colonne qui doit être changée régulièrement. 



Détecteurs 

 

 -Sortie de la colonne chromatographique  

 

    - Détecter les composés qui sortent de la colonne.  

 

        -Le signal est converti en impulsion électrique qui est transmise à 

l’enregistreur.  

 

      



les détecteurs utilisés en HPLC doivent posséder certaines qualités : 

 

 une grande sensibilité. 

 

 une réponse linéaire sur une gamme de concentration élevée. 

 

 une capacité à détecter le plus de produits possible. 

 



Les principaux détecteurs utilisés en HPLC sont : 

 

 

 a) Détecteur à absorbance dans l’U.V. et le visible  

 

    Son principal inconvénient est qu’il ne détecte que les composés qui ont 

une absorbance appréciable à la longueur utilisée. 

 

 b) Détecteur à indice de réfraction  

 

 C’est un détecteur universel  

 

Son principal inconvénient est sa faible sensibilité. 

 
                c) le  fluorimétre 



Enregistreurs 

 

        Les enregistreurs sont les mêmes que ceux utilisés en chromatographie en phase 

gazeuse. Les logiciels d’application, comme le Millenium, sont également utilisés en HPLC. 



 Technique expérimentale: 

 
a) Préparation des échantillons : 

 

 purification préliminaire des produits pour éliminer du mélange les produits 

indésirables.  

 Filtration des extraits sur une membrane jetable de type Luer avant d’être 

injectés. 

 



b) Ajustement des paramètres: 

 

débit d’éluant et pression 

 nature de l’éluant, etc.… 

 

c) Injection des échantillons inconnus et des standards. 

 

d) Calculs pour l’analyse qualitative et quantitative. 

 

e) Interprétation des résultats. 

 



Résultats et interprétation: 
 









Domaine médecinal: 
 
 
stupéfiants:  analyse des drogues (cannabis, héroïne….) 





toxicologie: analyse  de drug (anti-inflamatoire, analgésique, anti-convulsifs….) 

 

 

Environnement: analyse de pollutions(deversement…) 

 

 

Agro-industrie: analyse d’aliments et leurs compositions (molécules, additifs…) 



Chromatogramme d‘un échantillon de lait entier contaminé à la toxine M1 

(50ppt) après séparation sur une colonne d‘immun-oaffinité. 

 









Dosage des colorants artificiels et naturels: 

    La technique de HPLC en phase inversée permet l'identification et le dosage des 

colorants hydrosolubles artificiels acides et des colorants liposolubles artificiels et 

naturels.  


