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R6sum6--La chromatographie par permeation de gel utilis6e pour la d+termination de la masse des 
polym6res pr6sente dans le cas des polym6res hydrosolubles un grand nombre de difficult6s pour la raise 
en oeuvre. Afin de contr61er l'influence des diff6rents facteurs, nous avons r6alis6 un plan d'exp&iences 
type Plackett Burman qui permet avec un nombre limit6 d'exp4riences d'optimiser les conditions 
exp6rimentales. Ce plan a 6tr6 r6alis6 avec des polystyrene sulfonates dont il existe de tr6s bons standards 
dans un grand domaine de masse. Les conditions ainsi d6finies appliqu6es ~. la calibration universelle de 
notre installation ont fourni des r6sultats satisfaisants pour la d6termination des masses mol6culaires de 
polyacrylamides synth&is6s au laboratoire. 

INTRODUCTION 

La ch romatograph ic  par  perm6at ion  de gel est une 
m6thode  de choix pour  d6terminer  la masse molaire  
en poids et en n o m b r e  d ' un  polym6re, donc l ' indice 
de polydispersit6. Coupl6e avec une autre  m6thode,  
viscosim6trie ou diffraction de la lumi6re, elle permet  
d 'acc6der ~ la valeur absolue de la masse molaire du 
polym6re, quelles que soient sa na ture  et la na ture  des 
6talons de cal ibra t ion utilis6s [1-3]. 

Cependant ,  cette m6thode  pr6sente de grandes 
difficult6s de mise en oeuvre dans  le cas particulier des 
polym6res hydrosolubles.  La validit6 et la reproducti-  
bilit6 des r6sultats d6pendent  fi la fois de l ' instal la t ion 
(d6tecteur, type et age de la colonne),  de la solution 
inject6e (volume, concent ra t ions  en polym6re) et de la 
phase  mobile  (composi t ion  de l '6luant,  d6bit) [4, 5]. 
De plus, selon la nature  du polym6re, il peut  ap- 
para i t re  des ph6nom6nes  d ' adsorp t ion  sur la colonne,  
ph6nom6nes  don t  l ' ampl i tude  varie avec le temps. 
L 'ob t en t ion  d ' un  c h r o m a t o g r a m m e  bien r6solu est 
cependant  indispensable  au t ra i tement  math6mat ique  
utilis6 pour  la d&ermina t ion  de ]ff~ et ~N" 

NOUS avons donc  6t6 amen6s/~ optimiser  les condi- 
t ions d 'exp~r imenta t ion  par  l 'ut i l isat ion d 'un  plan 
d'exp+rience incluant  les param6tres  impor tan ts  en 
ch romatograph ic  par  perm6at ion  de gel. 

CONDITIONS D'EXPERIMENTATION 

Etalons et phase stationnaire 

L'installation de chromatographie se compose d'une 
pompe CLHP Beckman 331 B 6quip6e de deux colonnes 
Waters/~ Bondagel Es00A et Et25A, ou d'une colonne Waters 
Ultrahydrogel lin6aire, d'un r6fractom6tre Waters 410 et 
d'un int~grateur Shimadzu CR 3A. Afin d'optimiser les 
conditions d'+talonnage, nous avons utilis+ des 6chantillons 
de polystyr6ne sulfonate dont il existe dans le commerce 
(Polymer Laboratories) de tr6s bons standards 

monodispers6s (I = 1,1) dans une gamme importante de 
masses molaires (de 4600 ~ 1200.000). 

Pour le couple colonne # Bondagel--polystyr6ne sul- 
fonate, les ph6nom+nes d'adsorption sont particuli6rement 
importants du fait de la nature ionique des 6chantillons. D6s 
les premi&es manipulations, nous avons observ6 en parti- 
culier un 61argissement des raies vers les faibles masses et une 
tr6s mauvaise reproductibilit6. Cependant, la technique de 
GPC devant &re utilis6e afin de caract6riser des polyaeryl- 
amides synth6tis6s au laboratoire par voie photochimique 
ou photo~lectrochimique, il sera imp6ratif par la suite 
d'utiliser des 6talons de polyacrylamide. Malheureusement, 
les seuls &alons disponibles (Pharmacia) ont des coefficients 
de dispersit6 sup6rieurs a 2. Ces 6talons seront utilis6s avec 
une colonne Waters Ultrahydrogel dont les performances 
sont bien sup6rieures ~ celles des colonnes pr6c6dentes, mais 
pour laquelle les ph6nom6nes d'adsorption sont tels que les 
polystyr6nes sulfonates restent fix6s sur la phase stationnaire 
et ne sont pas 61u6s. On se trouvait donc devant un choix 
entre deux syst6mes: l'un compos6 d'une colonne chro- 
matographique de performance moyenne et d'6talons 
monodispers6s, l'autre compos6 d'une colonne ayant un bon 
pouvoir s6parateur et d'6talons de moins bonne qualit6 et 
couvrant un plus petit domaine de masses molaires. 

Afin d'6tudier l'influence des param6tres exp6rimentaux 
sur l'analyse chromatographique, nous avons d6cid6 de 
privil6gier la qualit6 des 6talons, c'est-a-dire de conserver le 
couple colonne p Bondagel, 6talons de polystyr6nes sul- 
fonates, avec lesquels nous avons construit le plan 
d'exp+rience. 

Composition de l'~luant 

Pour limiter les ph6nom6nes d'adsorption qui se manifes- 
tent par une r6tention totale des +talons lors des premi6res 
injections, nous avons int6gr6 dans le plan d'exp6rience des 
param6tres permettant de minimiser ces ph+nom~nes. 

En utilisant des r6sultats de travaux pr6e6dents [4, 5], la 
composition de l'61uant fait intervenir du nitrate de sodium 
qui diminue les interactions 61ectrostatiques polymere- 
polym6re et polym6re-phase stationnaire, et de l'&hyl~ne 
glycol [2], dont le r61e est de r6duire les effets d'adsorption 
du polym6re sur la phase stationnaire, donc de r6duire la 
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Tableau 1. Sch6ma du plan d'exp~rience r6alis6 avec les polystyr6ne sulfonates 

Essai 

Param6tre 1 2 3 4 5 6 7 8 

XI + + + - + - - - 
Debit (ml/min) 0,5 0,5 0,5 0,3 0,5 0,3 0,3 0,3 
X2 + + - + -- - + - 
Volume inject6 (~1) 50 50 20 50 20 20 50 20 
X3 + - + - - + + - 
Concentration polym6re (% poids) 0,2 0,1 0,2 0,I 0,1 0,2 0,2 0,1 
X 4  - + --  - -  + + + - 
Sensibilit6/facteur d '~helle 8/40 16/20 8/40 8/40 16/20 16/20 16/20 8/40 
X5 + - - + + + - - 
Volume mort 
X6 - - + + + -- + -- 
Phase a mobile 
X7 a _ + + + - -  + - _ 

Temperature 

a = Variables bloqu~es. 

Tableau 2. Coefficient de correlation de la droite de calibration 

Syst~me Coefficient de correlation R 

# Bondagel Polystyr6ne sulfonate 
# Bondagel Polystyr6ne sulfonate 
Ultrahydrogel polyacrylamide 
Ultrahydrogel, polyacrylamide 

dextrans poly&hyl6neoxyde 

Avant plan d'exl~rience 0,984 
Apr6s plan d'exp6rience 0,996 
Apr6s plan d'exl~rience 0,996 
Aprds plan d'exp~rience pour la 

GPC + viscosim&rie 0,9997 

largeur des pics de distribution des masse molaires. Une 
premiere optimisation a &6 r6alis6e avec le plan factoriel 2 2 
suivant [6]: 

E t h y l ~ n e g l y c o l  [ l~o 0 , 5 % J  ' _  

La valeur minimum de N, nombre d'injections n~cessaires 
~ l'obtention de pics reproductibles en temps et en inten- 
sit6, est obtenue pour [NaNO3] =0,1 M e t  [6thyl6ne gly- 
col] = I% en poids. 

LE PLAN D'EXPERIENCE 

Pour d6terminer les effets des diff~rents param&res 
contr61ant l 'obtention d'un chromatogramme, nous 
avons utilis6 la m6thodologie d6crite par Plackett et 
Burmann [6, 7], qui permet une grande 6conomie 
d'exl~riences. 

En effet, un plan Piackett Burman permet d'&udier 
ies effets principaux de (n - 1) facteurs avec n essais, 

condition que n soit multiple de 4. Les facteurs 
poss6dent deux niveaux, un niveau maximum not~ 
( + )  et un niveau minimum ( - ) .  Les diff6rentes lignes 
de la matrice du plan d'exp6rience sont obtenues par 
permutation circulaire ~ partir de la premiere ligne 
[7, 8]. Ainsi, pour une variable ~ un niveau donn6, les 
autres variables sont le m~me hombre de lois au 
niveau ( + )  et au niveau ( - ) .  Les effets des autres 
variables ne biaisent pas la variable 6tudi6e. Nous 
avons choisi d'6tudier i'influence des param~tres suiv- 
ants: 

(1) d~bit de la phase mobile; 
(2) concentration en polym6re; 
(3) volume inject6; 
(4) couple faeteur d'6chelle--sensibilit~ gouver- 

nant la qualit6 du signal envoy6 par le r6frac- 
tom~tre; 

(5) le volume mort: le volume hors coionne peut 
devenir important lorsqu'on associe plusieurs 
colonnes; 

(6) la temp6rature de la colonne; 
(7) la concentration en sels. 

Nous avons donn6 aux 5 premiers facteurs des 
valeurs + et - compatibles avec les conditions 
d'exl~rimentation. Les deux derniers param6tres sont 
bloqu6s ~ une seule valeur et l'effet obtenu pour ces 
2 param6tres permet de conna~tre la iimite inf&ieure 
non significative de ia variance. Le plan d'exp6rience 
r6alis6 est explicit6 darts le Tableau 1. II a 6t6 r6alis6 
avec des 6talons de polystyr6ne de masse respective, 
18.000, 200.000 et 1.200.000. 

Deux types de r6sultats nous ont paru repr6senta- 
tifs de la qualit6 du chromatogramme obtenu: 

A(tr) 

tr  

la variation relative du temps de r6tention entre deux 
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Fig.  1. C a l i b r a t i o n  universel le  effectu6e d a n s  los c o n d i t i o n s  
d6 te rminees  p a r  le p l an  d 'cxp6r ience .  



Optimisation de la caract6risation de polym6res 

Tableau 3. Polyacrylamide synth6tise au laboratoire 
par photo61ectrochimie 

Polyacrylamide M~ /~ viscosimetrique 
I 37.500 35.000 
II 22.890 29.000 
I I 1 110 .000  87.000 
IV 157.000 190.000 

mesures, qui refl6te la reproductibilit6 du signal 

A(hauteur/largeur de base) 

hauteur/largeur de base 

rapport qui refl6te la bonne r6solution de la colonne. 
Ces deux rapports doivent &re minimums. Nous 

avons pu ainsi 6tablir que dans notre syst6me les 
meilleurs r6sultats 6talent obtenus pour: 

~ b i t  de l'61uant : minimum 0,3 ml/min 
- -vo lume  inject6 : minimum 20/~1 
- - fac teur  d'6chelle/ 

sensibilit6 : minimum 8/40 
- -vo lume  mort : minimum. 

Par contre, il n 'y a pas d'effet marqu6 de la 
concentration en polym6re. L'effet de cette variable 
est de l 'ordre de celui constat6 pour les variables 
bloqu6es, c'est-a-dire un effet principal non signifi- 
catif. Nous avons alors trait6 ce probl6me en asso- 
ciant chacun des deux niveaux de la concentration en 
polym6re fi chacune des autres variables prises au 
niveau d6termin6 par le plan Plackett-Burmann. 

Nous avons pu ainsi d6terminer qu 'en interaction 
avec les autres param&res la concentration en poly- 
m6re dolt &re maximum pour obtenir des valeurs 
minimums de Atr/tr et (Ah/l)/(h/l).  

APPLICATION 

L'am61ioration apport6e par les conditions du plan 
d'exp6rience apparait dans le Tableau 2. Le co- 
efficient de corr61ation des droites d'6talonnage passe 
d 'une valeur moyenne insuffisante de 0,984 avant 
l 'application du plan d'exp~rience fi 0,996 apr6s. 
Enfin, l 'ensemble des conditions ainsi d6termin6es a 
6t6 reconduit pour une calibration universelle de 
notre installation (colonne ultrahydrogel) couplant la 
chromatographie par perm6ation de gel et la vis- 
cosim6trie. Les polym6res utilis6s sont des polyacryl- 
amides (Polysciences), Dextran (Pharmacia) et 
poly6thyl6ne oxyde (Polymer Laboratories). La 
droite de calibration obtenue (Fig. 1) correspond 
l '6quation: 
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log ~t[r/] = -2 ,096  t + 35,4284 

t temps de r6tention 
[~/] viscosit6 intrins6que 
h~" masse molaire correspondant au sommet du pic 

de distribution 

avec un coefficient de corr61ation de 0,9997. Nous 
avons pu v6rifier pour des polyacrylamides pr6par6s 
au laboratoire le bon accord entre MN d6termin6s 
par GPC et la masse moyenne viscosim6trique 
(Tableau 3) [9]. 

CONCLUSION 

L'utilisation d 'un  plan d'exp6rience s'est r6v616e une 
m&hode aussi rapide qu'efficace pour d&erminer les 
conditions optimales d'analyse d 'un  polym6re hydro- 
soluble en chromatographie par perm6ation de gel. 

Nous avons pu contr61er le poids de chacun des 
param&res 6tudi6s. II est ainsi apparu que dans notre 
syst6me, la concentration en polym6re n'&ait pas un 
facteur pr6pond6rant pour une bonne qualit6 de 
mesure. Ce r~sultat est ind~pendant de la masse du 
polym6re 1.200.000, 200.000 ou 18.000. Par contre, 
l'effet de chacun des autres param6tres est significatif 
e t a  permis de trancher nettement entre les deux 
valeurs propos6es. 

D 'une  faqon g6n6rale, la nature des param6tres 
6tudi6s n'affecte en rien la m6thodologie; elle est 
laiss6e au libre choix de l'exp6rimentateur. Ainsi la 
composition de l'61uant peut 6tre une des variables et 
non l'objet d 'un  travail pr6alable comme nous l 'avons 
fait, tandis que le couple facteur d'6chelle/sensibilit~ 
peut intervenir en variable bloqu6e. 
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Abstract--Steric exclusion chromatography, a good method to determine the molecular weight of 
polymers, appears to be difficult to use for hydrosoluble polymers. By means of parameter designs, it 
has been possible to optimize the experimental conditions by carrying out only a limited number of 
experiments. The parameter design was achieved with standard polystyrene sulphonates. The so obtained 
conditions, applied to the universal calibration of our chromatography set-up, yielded very satisfactory 
results for the molecular weights of samples of polyacrylamide synthesized in the laboratory. 


