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ACRONYMES

Vous trouverez répertoriées ci-dessous une liste des acronymes des techniques régulierement
utilisés dans cet exposé. Dans la suite de ce rapport, nous utiliserons les acronymes en anglais,

qui sont pour la plupart, plus souvent rencontrés dans la littérature.

Langue Acronymes Définitions

Francais LLE Extraction Liquide-Liquide

Anglais LLE Liquid-Liquid Extraction

Francais SPE Extraction sur Phase Solide
Anglais SPE Solid Phase Extraction

Francais SPME MicroExtraction sur Phase Solide
Anglais SPME Solid Phase MicroExtraction
Francais HS Espace de téte

Anglais HS HeadSpace

Francais IEC Chromatographie d’Exclusion lonique
Anglais IEC lonic Exclusion Chromatography
Francais AEC Chromatographie d’Echange Anionique
Anglais AEC Anion Exchange Chromatography
Francais CPG Chromatographie en Phase gazeuse
Anglais GC Gas Chromatography

Francais CPL Chromatographie en Phase Liquide
Anglais LC Liquid Chromatography

Anglais RP-LC Reverse Phase - Liquid

Francais EC Electrophorese Capillaire

Anglais CE Capillary Electrophoresis

Francais ECD Détecteur a Capture d’Electron
Anglais ECD Electron Capture Detector
Francais FID Détecteur a lonisation de Flamme
Anglais FID Flame lonisation Detector

Francais SM Spectrométrie de Masse

Anglais MS Mass Spectrometry

Francais Uv UltraViolet

Anglais uv UltraViolet

Francais COT Carbone Organique Total

Anglais TOC Total Organic Carbon

Francais LD Limite de Détection

Anglais LOD Limit Of Detection

Francais LQ Limite de Quantification

Anglais LOQ Limit Of Quantification
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La présence d’acides organiques dans I’environnement est principalement due a de
nombreuses sources biologiques, géologiques, chimiques ou émissions anthropogéniques.
Certains de ces acides organiques sont produits naturellement et ont un réle important dans
I’alimentation comme 1’acide acétique par exemple, tandis que beaucoup d’autres sont utilisés
ou produits dans des procédés industriels chimiques ou biochimiques. De nombreux procédés
utilisent les acides organiques trouvant notamment leur utilisation pour la fabrication de
pesticides, de produits pharmaceutiques, de plastiques, de colorants ou de produits
cosmétiques. Ils peuvent ¢galement étre utilisés en tant que solvants ou désinfectants. Lors
des réactions de dégradation des polluants organiques dans les effluents aqueux (comme par
exemple lors de traitements biologiques ou de divers procédés d’oxydation chimique utilisant
I’0zone, I’eau de javel, le peroxyde d’hydrogene, I’oxygeéne de ’air ou la photocatalyse), les
acides et diacides carboxyliques a chaines courtes sont des intermédiaires ou des produits
finaux systématiquement formés et cela, quel que soit le polluant (hydrocarbures, pesticides,
colorants, effluents de papeterie, boues de station d’épuration, acides aminés). Les axes de
recherche de I’équipe « Traitement de 1’eau et des effluents liquides » du laboratoire
IRCELYON concernent ce type d’études et plus particulierement, la dégradation par
photocatalyse ou par oxydation en voie humide catalytique (OVHC).

Il s’avere donc nécessaire de développer des méthodes efficaces pour analyser ces différents

acides organiques.

Dans ce cadre, ce mémoire porte sur l’utilisation de différentes techniques pour
I’analyse de plusieurs acides et diacides organiques a chaines courtes rencontrés lors des
¢tudes de dégradations réalisées au laboratoire. Actuellement, les séparations de ces
molécules en phase aqueuse sont principalement réalisées par chromatographie d’exclusion
ionique. Cette étude se propose de développer et de comparer de nouvelles méthodes

d’analyse en vue d’une amélioration.
Ce mémoire comprend 5 parties :

- une étude bibliographique présentant les techniques et méthodes utilisées dans la

littérature pour ces analyses, suivie par un descriptif du choix de 10 acides et diacides
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régulicrement formés ou produits lors de ces dégradations et qui feront I’objet de ce

mémoire,

une partie comportant quelques généralités sur la chromatographie pour définir les

termes utilisés dans la suite du rapport,

et trois parties développant chacune des techniques analytiques utilisées a savoir la
chromatographie ionique regroupant la chromatographie d’exclusion ionique et la
chromatographie d’échange anionique, la chromatographie liquide de phase inversée
et la chromatographie en phase gazeuse. Nous développerons pour chaque technique
I’appareillage et son principe de fonctionnement, le choix des colonnes et des
conditions analytiques. Tous ces essais seront comparés et feront 1’objet d’une

discussion.
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Dans cette partie, nous définirons dans un premier temps ce qu’est un acide organique
et présenterons leurs sources dans I’environnement. Dans un deuxiéme temps, nous verrons
par le biais de quelques études réalisées au laboratoire dans le groupe « Traitement de 1’eau et
des effluents liquides » la formation de divers acides organiques produits lors du traitement
d’effluents aqueux par oxydation voie humide ou par photocatalyse. Ensuite, les techniques
de préparation d’échantillons et les techniques d’analyses rencontrées dans la littérature
concernant les acides organiques dans des matrices aqueuses seront présentées. Enfin, nous
définirons les choix ainsi que les propriétés et préparation des acides étudiés dans la suite de

I’exposé.

A. Les acides organiques

Les acides organiques sont des molécules organiques polaires possédant un
groupement fonctionnel carboxylique (-COOH). Leurs structures chimiques peuvent étre trés
différentes : chaine aliphatique ou aromatique, saturée ou insaturée, ramifiée ou non. Ils
peuvent différer par leur longueur de chaine, peuvent posséder un ou plusieurs groupements
carboxyliques ainsi que d’autres groupements fonctionnels, par exemple hydroxyliques (-OH)
ou cétoniques (=0O). Cela leur procure des propriétés chimiques et physiques différentes. Le
Tableau I regroupe quelques acides organiques avec les pKa et les masses molaires

correspondants.

Tableau I : Structures, pKa et masses molaires d’acides organiques [Nollet, 2006]

Masse molaire

Nom Formule Structure pKal pKa2 (g/mol)
Acides monocarboxyliques
Acide formique CH,0, HCOOH 3,75 - 46,03
Acide acétique C,H,0, CH;-COOH 4,75 - 60,05
Acide propionique  C3;H40, CH;-CH,-COOH 4,87 - 74,08
Acide butyrique C4Hg0, CH;-(CH,),-COOH 4,81 - 88,12
Acide isobutyrique C4HgO, (CH;),-CH-COOH 4,84 88,12
Acide n-valérique  CsH;00, CH;-(CH,);-COOH 4,82 - 102,13
Acide isovalérique  CgH;00, (CHj;),-CH-CH,-COOH 4,77 - 102,13
Hydroxyacides
Acide glycolique  C,H,;0; CH,(OH)-COOH 3,83 - 76,05
Acide lactique C3HO; CH;-HC(OH)-COOH 3,08 - 90,08
a-aldoacide
Acide glyoxylique C,H,0; CHO-COOH 3,34 - 74,04
Acide monocarboxylique insaturé
Acide acrylique C;H,0, CH,=CH-COOH 4,25 - 72,06
Acides dicarboxyliques
Acide oxalique C,H,0,4 HOOC-COOH 1,23 4,19 90,04
Acide malonique =~ C;H404 HOOC-CH,-COOH 2,85 5,69 104,06
Acide succinique ~ C4H4O, HOOC-(CH,),-COOH 4,16 5,61 118,09

5/131



En solution dans I’eau, 1’acide se dissocie partiellement en ion carboxylate selon la réaction
acide-base (1).
RCOOH + H,0 22 RCOO +H;0" ou AH+H,0 & A +H;0" (1)
La constante d’acidité est définie suivant la relation (2) :
Ka=([A]*[H;0"])/[AH] (2)
(avec [AT], la concentration en A” dans la solution en mol/L, [AH], la concentration en AH et
[H;0'], la concentration en H;O").

On utilise souvent le pKa = - log(K,). Les acides carboxyliques sont des acides faibles.

Tout au long de cet exposé, nous verrons que Forme AH Forme A-
le pKa des ces especes aura un role important pl":ﬂ p:
pour leur analyse. On a la relation : HCOOH  acideformique  HCOO
B pKa=38
H = pKa+log 41| 3) . . .
pa=p. gMH] Fig.1 : pH et pKa pour un acide carboxylique

Sur la Fig.1, nous rappelons que pour des pH inférieurs au pKa, 1’acide carboxylique est
majoritairement sous sa forme moléculaire (AH) alors que pour des pH supérieurs, il est

essentiellement sous sa forme ionisée (A").

Beaucoup d’acides sont générés industriellement lors de la production de polymeres,
solvants, additifs et on en trouve beaucoup dans la nature. Ils font partie des polluants
organiques dans I’environnement. La présence d’acides organiques dans tous les domaines
touchant a I’environnement (air, eau, sol) a augmenté ces derni¢res décennies et des matrices
telles que I’air, les eaux de surface, les eaux souterraines, les effluents industriels, 1’eau
potable et les eaux de ruissellement doivent étre analysées. Ces acides sont présents a des
concentrations tres variables allant du pg/L a plusieurs g/L suivant les origines.

Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaines aliphatiques. Ils possedent une chaine
carbonée de 2 a 36 atomes de carbone. Les acides gras volatils (AGV) sont les acides
organiques aliphatiques a chaines courtes (C, a C;) et sont principalement formés a partir de
la dégradation photochimique ou biochimique de matiére organique (fermentation
anaérobique par exemple). Dans les publications anglo-saxonnes, nous trouverons souvent les
termes « Short-Chain Fatty Acid (SCFA) » ou « low-weight carboxylic acid ». Des acides tels
que les acides formique, oxalique ou glyoxylique sont des sous-produits du traitement de
I’eau potable par ozonation. Les acides lactique, acétique, oxalique, succinique, fumarique et

citrique sont fréquemment analysés dans les eaux de ruissellement. [Nollet, 2006]. Les acides
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organiques nous intéressant dans cette ¢tude sont les acides et diacides organiques a chaines

courtes comportant de 1 a 7 atomes de carbone.

B. Etudes réalisées au laboratoire

Dans 1’équipe « Traitement de 1’eau et des effluents liquides », les principaux axes de
recherche concernent I’¢limination de polluants organiques en phase aqueuse par des
réactions d’oxydation en voie humide catalytique (OVHC) ou par photocatalyse. Les
polluants traités peuvent étre de toutes sortes : des pesticides, des herbicides, des molécules
présentes dans des effluents industriels de papeterie ou de production d’huile d’olives, dans
des boues de station d’épuration par exemple. Une ¢tude de différentes réactions permettra de

connaitre les principaux acides formés lors de ces dégradations.
B.1 Oxydation par voie humide catalytique

L’oxydation voie humide (OVH) a ¢été développée des les années 1950 pour le
traitement de déchets organiques aqueux trop dilués pour étre incinérés ou trop concentrés ou
toxiques pour subir un traitement biologique. Elle consiste a chauffer a haute température
(160-320°C) un effluent liquide sous pression (20-120 bar) en présence d’un gaz oxydant
(oxygene de I’air) dans le but de minéraliser complétement les composés organiques ou au
moins de les oxyder en composés biodégradables, en un rejet gazeux et en un résidu solide

essentiellement minéral comme schématisé dans la Fig.2.

Déchets aqueux chargés de + gaz oxydant Phase gaseuse :
composés organiques et CO,, N,, CO, NH;, COV
inorganiques : >

C.H,N, S, P, X (X=ClBr...) 160°C< T <320 °C Phase aqueuse :

H,0, NH,", NO5H,S04, H;POy,

20 bar < P < 120 bar HX et acides carboxyliques

Fig. 2 : Principe de 'OVH

Les conditions opératoires requises pour I’OVH entrainent des colits d’investissement et
d’opérations trés élevés qui constituent un frein a leur développement. Cependant, 1’efficacité
de ’OVH peut étre améliorée par I’introduction de catalyseurs. On parle alors d’OVHC. Un
catalyseur permet d’augmenter la vitesse d’une réaction, d’abaisser les conditions

(température, pression, par exemple) et d’agir sur la sélectivité de la réaction.
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Les effluents ¢tudiés au laboratoire sont des solutions aqueuses de molécules modéles
identifié¢es comme intermédiaires de réaction telles que 1’acide succinique
[Béziat, 1999], I’acide p-hydroxybenzoique [Pham Minh, 2007] ou la 3,4 dichloroaniline
[Carrier, 2009] ou directement des effluents de papeterie, de production d’huile d’olive, de
boues de station d’épuration [Dodouche, 2010], de lixiviats de décharge, de pesticides.

Nous allons maintenant voir deux applications de cette technologie.
B.1.1 Oxydation de I’acide succinique

L’acide succinique a ¢été identifi¢ comme intermédiaire de réaction de plusieurs
polluants en OVHC. Cette étude porte sur des tests d’activité et de sélectivité¢ de catalyseurs a

base de ruthénium supporté dans 1’oxydation de 1’acide succinique.

Un suivi cinétique sur 8 heures de réaction a
¢té réalisé en réacteur batch et est présenté
sur la Fig.3. La concentration d’acide
succinique en début de réaction est de 5 g/L

soit 42 mmol/L. Dans les conditions de

réaction (190°C et 50 bar d’air) et en

Concentration (mmol/L)

présence d’un catalyseur a base de ruthénium

temps (h)

supporté, il est majoritairement converti en Fig.3 : Oxydation de I’acide succinique a 190°C et

CO; et en H,O. Le principal intermédiaire est 0 bars d’air en présence de 3%masse Ru/TiO,,
Concentrations en: 4 acide succinique; M acide
I’acide acétique, qui se forme des le début de  acétique ; A acide acrylique
la réaction. Sa concentration atteint un maximum (10 mmol/L) lorsque I’acide succinique est
totalement converti. L’acide acrylique, formé intermédiairement, n’apparait qu’en faible
quantité (3 mmol/L au maximum). La minéralisation est compléte apres 8 heures de réaction.
Les analyses quantitatives ont ¢été réalisées par LC sur le principe d’exclusion ionique
(colonne CarboSep Coregel 107H). La détection est faite par ultraviolet (UV) a une longueur
d’onde de 210 nm et par réfractométrie.
L’OVHC de I’acide succinique est une réaction trés étudiée au laboratoire, elle permet de
comparer I’activité de nouveaux catalyseurs a des catalyseurs de référence. Dans cette

réaction mais également dans d’autres réactions d’OVHC de polluants organiques, les acides

succinique, acétique et acrylique sont couramment formés.
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B.1.2. Oxydation de boues de station d’épuration [Dodouche, 2010]

La deuxiéme application concerne la valorisation de boues de station d’épuration. Le

but n’est pas de dégrader I’effluent, mais de le convertir en un maximum d’acides gras
volatils (AGV) pour étre utilisés ensuite pour la production de bioplastiques. En effet, par
biofermentation, a partir d’un milieu nutritif sous forme d’AGV, certains microorganismes
sont capables de synthétiser et accumuler au sein de leurs cellules des polyhydroxyalcanoates
(PHA), des bioplastiques.
Suivant les conditions de réaction en OVH (température, pression, temps de réaction, pH par
exemple), la mati¢re organique est transférée vers la phase liquide et des quantités plus ou
moins importantes d’AGV sont produites. Le but de cette étude a été d’optimiser cette
réaction afin d’obtenir le maximum d’acides souhaités et d’éviter en méme temps leur
minéralisation. Suivant la nature des boues traitées, la répartition des acides produits sera
¢galement différente.

Les analyses quantitatives ont été réalisées par LC sur le principe d’exclusion ionique
et sont réalisées de la méme manicre que dans la premicre étude. Elles ont également été
réalisées par GC sur une colonne capillaire VF-Waxms (Varian) avec comme étalon interne le
n-pentanol et détection par un détecteur a ionisation de flamme (FID). Un exemple d’analyse

des acides au cours d’une réaction est donné dans la Fig.4.

macide Fvalérique

1 2500 e d

DE“ @ acide i-buty rique

g 20004 O acide acryligue

= . .

& 1500, & acide propionique

5 macide acétique

g 1000 . .

2 @acide formigque

=]

o 500 Oacide succinigue
0 . D acide maleigue

1h 3h &h Oacide axalique

Fig.4 : Analyse des acides carboxyliques au cours du traitement d’une boue
2 200°C et 56 bars d’air [Dodouche, 2010]

On observe par exemple que 1’acide acétique est majoritaire en fin de réaction et que les
acides oxalique et formique sont en quantit¢ maximale au bout d’1h de réaction. L’acide
acétique est souvent produit en fin de réaction d’OVH en raison de sa stabilité¢ et de son

caractere réfractaire a 1’oxydation [Quitain, 2002].
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B.2. Photocatalyse

La photocatalyse hétérogéne est une méthode prometteuse pour I’¢limination de
polluants environnementaux. Elle utilise des semi-conducteurs irradiés par ultraviolet (UV),
généralement le dioxyde de titane (TiO,), pour produire des especes fortement oxydantes
(principalement OH’) pouvant détruire une grande variété de composés organiques toxiques.
Idéalement, les produits en fin de réaction sont le dioxyde de carbone, I’eau et des ions
inorganiques. Par rapport a ’OVHC précédente, la méthode s’applique a des effluents bien
moins concentreés.

Nous allons étudier deux exemples d’applications réalisées au laboratoire sur la
dégradation photocatalytique de pesticides ou d’herbicides. Les pesticides sont souvent
utilisés en grandes quantités pour le traitement de certains fruits contre certaines maladies.
Une partie va s’infiltrer dans le sol pour ensuite se retrouver dans les eaux de surface ou
souterraines. Une contamination est alors possible devenant ainsi un réel danger pour

I’environnement.
B.2.1. Dégradation du boscalide [Lagunas, 2010]

Cette ¢tude porte donc sur la dégradation photocatalytique d’un pesticide en phase

aqueuse, le boscalide, utilisé pour traiter notamment le raisin (Fig.5).

Les principaux objectifs étaient d’étudier la cinétique de la =
(o] =l
réaction de dégradation, d’identifier les intermédiaires tels /J\ » /‘
LA N M ~
que les acides carboxyliques et leur suivi cinétique. La ‘ o
. e e . y, . S = T
concentration initiale en boscalide était de 3,5 mg/L. M el
Aprés 2 heures d’irradiation UV, le boscalide est -xT/ |
majoritairement converti en CO, et en H,O. Cingq o]
.. . L. e, . . Fig.5 : Structure du boscalide
principaux acides ont été identifiés : les acides oxalique, [Lagunas, 2010]

acétique, malonique, formique et glyoxylique. Ils sont présents a des concentrations de
20 umol/L. maximum. L’acide malonique est celui présent en plus grande quantité. Les
analyses des acides ont été effectuées par LC, sur le principe d’exclusion ionique (colonne

CarboSep Coregel 87H3). La détection est réalisée par UV a 210 nm.
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B.2.2 Dégradation de 1’iodosulfuron [Sleiman, 2007]

Cette étude concerne la dégradation du
iodosulfuron méthyle ester (IOME) en phase
aqueuse sous irradiation UV. L’IOME fait
partie du groupe d’herbicide des sulfonylurées.
Sa structure est donnée en Fig.6. I est
beaucoup utilisé en culture de céréales.

Les objectifs ce cette étude sont les mémes que ce

analyses des acides ont été effectuées dans les mémes conditions. La concentration de départ

en IOME était de 25 mg/L. De nombreux intermédiaires de réaction se forment. Cing

principaux acides ont été identifiés et quantifiés : 1

OMe|

5 3 0 N
I =
S—N—C—N—< N
6
2 0w 0on N
1 o) o) N

o} CH3
OMe

Fig.6 : Structure du IOME [Sleiman, 2007]

ux de la dégradation du boscalide. Les

es acides oxalique, formique, acétique,

glycolique et glyoxylique. Leur suivi cinétique est présenté sur la Fig.7.
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Fig.7 : Evolution des acides au cour
photocatalytique de 'TOME [S

On remarque que l’acide acétique atteint une concentration maximale aux alentours de

50 umol/L au bout de 120 minutes. Les autres acides

allant de 4 a 11 umol/L a différents temps de réaction. Cet exemple montre également la

différence de réactivité des différents acides pour leur

s de la dégradation
leiman, 2007]

atteignent des concentrations maximales

minéralisation.

11/131



C. Analyses d’acides organiques en phase aqueuse

Un grand nombre de méthodes sont disponibles pour analyser les acides carboxyliques
présents dans les effluents aqueux. Les propriétés physico-chimiques des acides, leurs
concentrations, les matrices dans lesquelles ils se trouvent sont autant de facteurs qui
permettent de choisir une technique pour un échantillon donné [Jurado, 2010].

Les échantillons peuvent étre soit analysés directement sans prétraitement particulier, soit
subir une étape d’extraction (préconcentration), soit subir une étape de dérivation afin de
faciliter leur analyse. Différentes techniques d’analyse sont disponibles : la chromatographie
en phase gazeuse (GC), la chromatographie en phase liquide (LC), la chromatographie

ionique et 1’¢lectrophorése capillaire (CE).
C.1. Préparations d’échantillons

La préparation d’échantillon est une étape trés importante dans le processus analytique
et a beaucoup évolué ces derniéres années. Cette ¢étape est nécessaire lorsque 1’échantillon
n’est pas analysable directement ou quand son analyse directe donne des résultats non
exploitables. L’échantillon est alors modifi¢ afin que sa composition ou sa structure soit plus
appropriée a une technique d’analyse particuliére.

Pour I’analyse des acides carboxyliques en phase aqueuse, la préparation peut étre simple
(filtration, centrifugation, acidification par exemple). On injecte alors 1’échantillon
directement dans 1’appareil d’analyse mais des effets mémoires, des problémes de
contamination ou une maintenance plus réguliére de I’appareil d’analyse peuvent intervenir.
Une manicre d’éviter ces désagréments est de procéder a une étape d’extraction des composés
a analyser. Les techniques d’extraction prennent un peu plus de temps, peuvent entrainer une
perte d’analytes (calcul de rendement). Elles améliorent cependant nettement les méthodes

d’analyse, notamment en terme de sensibilité.

C.1.1. Extractions
C.1.1.1. Extraction liquide-liquide (LLE)

Les méthodes LLE permettent le transfert d’un soluté contenu dans une phase liquide
vers une autre phase liquide non miscible. Elles sont employées afin de purifier et concentrer

les échantillons avant une analyse chromatographique par exemple. La LLE est basée sur

divers parametres physico-chimiques propres aux solvants employés (miscibilité, constante
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di¢lectrique, moment dipolaire, densité par exemple) et aux solutés a extraire (structure,
constante d’acidité, nature et complexité de la matrice) [Abe, 2010].

C’est une méthode d’extraction simple a mettre en ceuvre. Cependant, elle présente de
nombreux inconvénients comme par exemple 1’utilisation d’importants volumes de solvants
organiques, I’entretien de la verrerie, le nombre d’étapes d’extraction entrainant des pertes et
influant sur la reproductibilité des résultats. Le principe de la LLE est décrit dans I’annexe 1.
Le caractére hydrophile des acides carboxyliques dans la matrice aqueuse rend difficile cette
opération et entraine une perte de solutés et une reproductibilité faible avec cette méthode
[Wittmann, 2000]. Pour les acides organiques, les extractants couramment utilisés sont le

tributyle phosphate ou I’oxyde trioctylphosphine et les diluants, I’hexane ou le dodécane.
C1.1.2 Technique headspace (HS) ou espace de téte

La technique headspace est un mode de préparation d’échantillon tres utilisé dans de
nombreux domaines industriels. Elle est basée sur la volatilité de I’analyte dans une matrice
complexe non chromatographiable. Elle peut étre soit statique, le prélevement se fait dans
I’espace de téte directement avec un volume constant, soit dynamique apres piégeage de

I’analyte sur un support que 1’on désorbe par un choc thermique [Papet, 2010].

coL D

Fig.8 : Principe de I’HS-GC [Kolb, 2006]. (A) Equilibre entre les phases.
(B) Transfert de 1’échantillon. CG: gaz vecteur, SV : vial contenant
I’échantillon, TH : thermostat, COL : colonne GC, D : détecteur

En mode statique, I’espace de téte permet des analyses rapides en n’utilisant pas de solvant et
peut étre automatisé. L’échantillon (liquide ou solide) est introduit dans un vial ou flacon
fermé. Ce vial est chauffé¢ a une température constante jusqu’a ce que 1’équilibre entre les
phases gaz et liquide soit atteint. Ensuite, une partie de la phase gaz du vial est injectée dans
la chromatographie en phase gazeuse (Fig.8). La phase gaz peut étre injectée manuellement a
I’aide d’une seringue gas-tight ou automatiquement, en pressurisant le vial. Nous verrons le

mode dynamique dans le prochain paragraphe.

13/131



C.1.1.3. Extraction sur phase solide

Deux types d’extractions sur phase solide ont été développées, I’extraction SPE et la
microextraction sur phase solide (SPME).
a. L’extraction SPE

L’extraction sur phase solide utilise un matériau solide pour retenir les solutés d’une
solution afin de purifier et/ou concentrer 1’échantillon. Elle s’est développée au début des

années 1980.

Elle s’utilise généralement avec des cartouches en —— T 71

forme de seringue en polypropyléne (PP) ou des ;%rmudle =

cartouches possédant un embout Luer femelle a

I’entrée permettant de s’adapter sur une seringue a

usage unique. Une phase adsorbante solide, Frittés S
généralement de méme nature que celle utilisée en LC, A < p3X PRB

est introduite dans la cartouche et maintenue entre ﬁ

deux frittés de polyéthyléne (PE) [Supelco, 1998]. Fig.9 : Cartouche SPE [Supelco, 1998]

Un schéma d’une cartouche SPE est présenté Fig.9. Lorsque la solution est introduite dans
cette cartouche, les solutés sont tout d’abord retenus sur la phase stationnaire solide et dans un
deuxieme temps élués en utilisant un solvant approprié. La SPE se déroule en 5 étapes
présentées dans 1’annexe 1. Ces solutés sont ensuite analysés. La SPE propose une grande
variété d’adsorbants ayant des interactions polaires, hydrophobes et/ou ioniques avec le soluté
alors que I’extraction liquide/liquide est limitée par les équilibres de partage dans la phase
liquide. La procédure d’extraction dépend de la nature des composés a analyser, leur niveau
de concentration, la matrice de I’échantillon et la technique analytique utilisée. Les différents
types de phase et leurs applications sont présentés en annexe 2. La SPE présente plusieurs
avantages : une faible consommation de solvant, un bon rendement, le fait de ne pas utiliser
de verrerie pour les étapes de purification, un gain de temps, la possibilité d’automatisation et
sa simplicité.

Des adsorbants a échange anionique tels que des amines aliphatiques quaternaires greftées
sur une surface de silice [Ng, 2000], et des adsorbants polymériques [Jurado, 2010] ont été
utilisés pour I’extraction d’acides carboxyliques dans des échantillons aqueux. Le pKa des
amines quaternaires est tres €levé (> 14) et les groupes fonctionnels restent chargés a tous les

pH de la phase aqueuse.
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b. La MicroExtraction sur Phase Solide (SPME)

La SPME s’est développée au début des années 1990 et est une évolution de la SPE. Elle
est plus simple a mettre en ceuvre que la SPE, ne nécessite pas de solvant ou d’appareillage
spécifique pour la récupération des solutés extraits et est automatisable [Burgot, 2003]. Elle
est utilisée sur un grand nombre de molécules organiques plus ou moins polaires, volatiles ou

non a partir d’échantillons aqueux, solides ou gazeux, méme en tres faibles quantités.

Elle peut étre utilisée soit en mode direct soit par couplage avec
la technique dite a espace de téte.

En mode direct, les composés sont extraits par adsorption sur
une fibre de silice fondue revétue d’un polymére plongé dans
I’échantillon (équilibre phase aqueuse/fibre), puis désorbés par

voie thermique dans I’injecteur d’un GC ou par entrainement de

la phase mobile en LC (Fig.10). La fibre peut étre réutilisée une , .
Fig.10 : Principe de la
centaine de fois. SPME [Varian, 1999]
La SPME est souvent couplée a la technique a espace de téte suivi d’une analyse par GC pour
I’analyse d’acides dans des matrices aqueuses. Leur association permet d’augmenter la

sensibilité des analytes recherchés et quantifiés.

Le but est d’isoler les solutés volatils a analyser de tous les
composés formant la phase gaz du vial et pouvant venir
interférer lors de I’analyse (Fig.11). Les composés volatils sont
ainsi adsorbés sur la fibre (équilibre phase aqueuse/phase
gazeuse/fibre) puis injectés en GC. Cette technique est appelée

HS-SPME. Elle est automatisable et est proposée par de

Fig.11 : Principe de la
nombreux constructeurs de GC [Kolb, 2006]. HS-%PME [Varizn 1999]

Il existe différents types de revétement adsorbants et la plupart ont été testés pour
I’extraction d’acides carboxyliques a chaines courtes a partir de matrices aqueuses.
A. Banel et al. (2011) ont utilisé¢ des fibres en polyéthyleneglycol (PEG) de 60um et des
fibres de polydiméthylsiloxane (PDMS) / carboxéne (CAR) de 85 um. M. Abalos et al. (2000)
ont conclu, aprés avoir testé cinq fibres différentes pour ce type d’extraction, que la fibre en
PDMS/CAR ¢était la plus adaptée. Les particules de carboxéne poreuses sont mélangées au

polymeére liquide.
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C.1.2. Dérivation ou dérivatisation

Les deux termes, dérivation et dérivatisation, sont employés dans la littérature. Dans la
suite de I’exposé, le mot dérivation sera utilisé.
La dérivation consiste a modifier chimiquement les produits a analyser en produits plus
facilement analysables par une technique spécifique. Elle peut étre couplée a une étape

d’extraction.
C.1.2.1 La dérivation en chromatographie en phase gazeuse

La plupart des acides carboxyliques aliphatiques a chaines courtes sont thermostables et
suffisamment volatils pour une analyse en GC. Cependant, des diacides comme 1’acide
succinique ou oxalique ne peuvent étre analysés directement en GC du fait de leur point
d’ébullition élevé.

En GC, une dérivation des groupements fonctionnels polaires (généralement des atomes
d’hydrogene labiles) par des réactifs appropriés permet de former des dérivés plus facilement
analysables. Le but est de synthétiser ce dérivé de maniére quantitative, rapide et
reproductible. La dérivation permet d’augmenter ou de diminuer la volatilité de certaines
substances, d’améliorer la séparation et de réduire la trainée des pics due a leur polarité sur
des colonnes capillaires.

Mais, la présence d’une phase aqueuse dans les matrices environnementales rend difficile
cette étape. L eau peut souvent freiner la réaction ou hydrolyser 1’agent dérivant, diminuant le
rendement de dérivation. En effet, la plupart des procédures de dérivation utilisent des agents
réactifs alkyles acides ou basiques comme catalyseurs. Ces réactions nécessitent de se placer
dans un milieu organique [Pan, 1997]. Une étape d’extraction dans un solvant organique
(hexane, méthanol) est donc souvent nécessaire en amont. Ces différentes étapes de
préparation d’échantillon permettent d’augmenter la sensibilit¢ mais ces différentes
manipulations de 1’échantillon peuvent aussi entrainer une perte de solutés. Des rendements
de dérivation et d’extraction sont calculés.

Nous allons voir les deux modes de dérivation utilisés pour les acides organiques :

’alkylation et la silylation.

L’alkylation permet une diminution de la polarité de la molécule en remplacant un
hydrogéne labile (-AH) par un groupement alkyle ou aromatique par une substitution

nucléophile. Des réactifs contenant des halogénures fluorés de type fluorure de benzyle
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peuvent étre utilisés pour une détection a capture d’¢lectrons (ECD). Son fonctionnement est
expliqué en annexe 4. Les produits dérivés sont des esters qui sont des molécules stables. Les
réactions peuvent étre réalisées en milieu acide ou basique et les conditions sont généralement
séveres. Quelques réactions peuvent avoir lieu en milieu aqueux [Registech, 2000].

Différents réactifs sont utilisés pour 1’alkylation : le bromure de benzyle [Wittmann, 2000 ;
Husek, 1998] ou le diazométhane [Wells, 1999]. L’estérification par des alcools en utilisant
comme catalyseur acide le trifluorure de bore (BF;) est également une procédure assez
répandue pour I’analyse des acides organiques [Nollet, 2006 ; Tedetti, 2006]. Les acides sont

dérivés en ester de butyle (Fig.12) puis extraits dans I’hexane.

R-COOH + C4H;(O (butanol) BCls R-COO-CH; + H,O

Fig.12 Réaction d’estérification d’un acide par un alcool

Une technique prometteuse, développée par Li Pan et al. (1997) et utilisée depuis par d’autres
auteurs [Abalos, 2010 ; Banel, 2011], consiste a allier la dérivation et I’extraction par
HS-SPME. Elle améliore I’efficacité de la SPME et de 1a méthode de détection. Li Pan et al.
(1997) proposent deux méthodes. La premicre comporte deux étapes, une premicre de
dérivation de I’échantillon et ensuite une extraction par HS-SPME, et la deuxi¢me consiste a
effectuer ces deux opérations en une seule en dopant la fibre de SPME par un agent dérivant,

dans ce cas-la le pyrényldiazométhane (PDAM).

La silylation des acides produit des dérivés silylés qui sont plus volatils et plus stables
thermiquement. Un hydrogene labile lié a un hétéroatome est remplacé par un groupement
alkysilyle tel le triméthylsilyle (Si-(CHj3)3) ou le t-butylméthylsilyle par attaque nucléophile
(SN2). Ainsi des liaisons hydrogénes sont ¢liminées formant un dérivé plus volatil et donnant
un pic chromatographique plus symétrique. Un mécanisme général de réaction est présenté

Fig.13 pour le triméthylsilyle.

O| Si(CH3)s O Si(CH3)3
l |
R—AH + R=C= H—Si(CH3)3—-- R—A—Si(CH3)3 + R—C=NH

Fig.13 : Mécanisme réactionnel d’une silylation [Registech, 2000]

Les réactifs de silylation sont trés sensibles a I’eau, les réactions de silylation se font donc
toutes en milieu organique. La plupart des réactions sont simples et rapides en chauffant

légérement, et au maximum a 60°C pendant 10 a 15 minutes. La pyridine ou le
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triméthylchlorosilane sont des solvants couramment utilisés pour ce type de réaction.
N. Serpone et al. (2005) ont utilisé le N, O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) avec
1% de triméthylchlorosilane (TMCS) comme catalyseur pour la dérivation de 1’acide
valérique. Les acides monocarboxyliques, au contraire des acides di-, tri- ou
polycarboxyliques peuvent étre dérivés en esters tertbutyldiméthylsilylés (TBDMS) en
présence d’alcools acidifiés en utilisant comme réactif le N-(tert-butyldiméthylsilyl-N-
méthyltrifluoroacétamide (MTBSTFA) [Husek, 1998]. Dans certaines études, les étapes
d’extraction et de dérivation sont réalisées simultanément. Ainsi, L.K. Ng et al. (2000) ont
dérivé et extrait simultanément plusieurs mono-, di- et hydroxyacides en introduisant dans un
vial des disques de SPE avec de [I’acétonitrile et du  N-méthyl-N-
(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (MSTFA). Le vial est ensuite fermé et chauffé¢ a 80°C
pendant 20 minutes puis transféré a 1’injecteur automatique d’une GC couplée a un
spectrometre de masse (GC-MS). Le principe du couplage d’une GC et d’un spectrometre de
masse est donné en annexe 4. Les rendements pour I’acide glycolique étaient supérieurs a

80% et pour 1’acide succinique de 40%.
C.1.2.2 La dérivation en chromatographie liquide

Les détecteurs en LC sont couramment ’UV ou la fluorescence. Les acides sont peu
chromophores et une étape de dérivation peut étre nécessaire en LC pour améliorer la limite
de détection. Cependant, la dérivation en LC est moins utilisée qu’en GC. La synthése de
dérivés ayant un coefficient d’absorption dans I’UV supérieur ou de dérivés fluorescents
permettant 1’utilisation d’un détecteur par fluorimétrie par réaction de 1’acide avec le
2-nitrophényl hydrazine (NPH) [Albert, 1997 ; Robert, 2009] peut étre nécessaire. Des

systémes LC avec dérivation en pré ou post-colonne existent.
C.2 Techniques analytiques

Dans la bibliographie, la majorité des analyses d’acides carboxyliques sont réalisées
par GC, LC ou chromatographie ionique. L’¢lectrophorese capillaire est utilisée mais moins
largement. Le principe de chaque technique, un descriptif sommaire de I’appareillage et des
conditions d’analyses et des informations plus spécifiques pour 1’analyse des acides
organiques en phase aqueuse seront présentées. Les limites de détection (LOD) et
quantification (LOQ) observées pour chacune d’entre elles seront données. Ces limites ainsi

que leurs calculs sont définis en annexe 6.
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C.2.1. La chromatographie en phase gazeuse (GC)

Le principe général de toute séparation chromatographique repose sur la différence de
distribution des analytes entre les deux phases stationnaire et mobile. La distribution
s’effectue grace aux forces moléculaires qu’il existe entre les molécules du soluté et celles des
deux phases. Plus la force entre ces molécules et la phase stationnaire sera importante, plus le
soluté sera retenu. Plus I’affinité entre la phase mobile et les molécules sera importante, plus
le soluté sera entrainé. Les forces moléculaires peuvent étre ioniques, polaires, de dispersion
ou par liaison hydrogene. Elles sont décrites en annexe 3.

Dans le cas de la GC, la phase mobile est inerte. La GC est une méthode de séparation et de
quantification de composés gazeux ou pouvant étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. Le domaine essentiel est I’analyse des composés organiques. L’échantillon, a
I’état gazeux, passe au travers de la colonne dans un flux de gaz inerte et ses différents
constituants sont ensuite séparés par la colonne. L’échantillon, s’il est liquide, est donc
vaporis€¢ pour I’analyse. Cette chromatographie est réservée aux produits volatils et
thermostables. La GC est une technique trés répandue de part sa grande sensibilité, sa
polyvalence et sa rapidit¢ de mise au point de nouvelles analyses.

La méthode d’étalonnage interne est souvent utilisée pour les analyses (annexe 5). Les étalons
rencontrés pour 1’analyse des acides carboxyliques sont I’acide 2-éthylbutyrique, I’acide iso-
caproique, le 2-t-butyl-4-méthylphenol, I’acide hexanoique [Nollet, 2006]. Ces étalons ont
une structure chimique et des points d’¢ébullition proches de ceux des acides étudiés.

Les échantillons sont souvent acidifiés [Abalos, 2010 ; Tedetti, 2006 ; Morin, 2007] avant
injection directe ou avant extraction. Les acides carboxyliques sont alors sous leur forme
moléculaire (pH = pKa — 2) et ils interagissent plus facilement avec la phase stationnaire
polaire. Des pics plus symétriques et sans trainée sont alors obtenus. Dans le cas contraire, ils
se trouvent sous forme ionique, ne sont pas volatils et restent sous forme de sels dans le port
d’injection [Morin, 2007].

Dans la littérature, les colonnes les plus couramment utilisées pour ces échantillons contenant
des acides sont composées de phases stationnaires fortement polaires [Banel, 2011 ; Cruwys,
2002 ; Jurado, 2010]. Des colonnes plus classiques et avec des phases moins polaires sont
¢galement utilisées [Pan, 1997 ; Wittmann, 2000].

Les colonnes fortement polaires sont composées de polyéthyléne glycol (PEG) pour les
colonnes dites Carbowax et de PEG modifi¢ par traitement acide pour les colonnes dites

FFAP (Free Fatty Acid Phase). La température maximum d’utilisation est de 250°C pour ces
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deux types de colonne. Les colonnes moins polaires et plus classiques sont composées de
polysiloxanes avec 100% de diméthylpolysiloxane (RTX-1, DB-1) ou 5% phényl- et 95%
méthylpolysiloxane (DB-5, SPB-5) pour les plus répandues. Elles peuvent étre utilisées
jusqu’a des températures de 350°C.

Sur les colonnes de type FFAP, les échantillons ne sont généralement pas dérivés. Sur les
colonnes de type Carbowax, les échantillons sont dérivés ou non. Sur les colonnes moins
polaires, les échantillons sont dérivés avant analyse. Comme les agents dérivants vont dériver
presque tous les hydrogenes labiles, ils ne doivent pas étre injectés sur des colonnes avec des
phases stationnaires contenant ces groupes fonctionnels. Ainsi, les réactions de silylation
doivent étre évitées avec les colonnes Carbowax et FFAP [Registech, 2000].

Une fois les analytes séparés, ils arrivent au détecteur. Leur but est de produire un signal a
I’apparition d’un soluté. Ils permettent de réaliser une analyse qualitative et/ou quantitative.
Ceux utilisés en GC sont principalement le détecteur a ionisation de flamme, FID
[Cruwys, 2002 ; Pan, 1997 ; Serpone, 2005], la spectrométric de masse [Abalos, 2000 ;
Jurado, 2010 ; Ng, 2000] et le détecteur a capture d’électron, ECD [Pan, 1997]. Leur
fonctionnement est donné en annexe 4.

Le FID est un détecteur non spécifique, il détecte les composés organiques alors que ’ECD
est un détecteur trés sensible pour les dérivés halogénés. Pour ce dernier, une étape de
dérivation avec un composé halogéné est donc nécessaire pour I’analyse des acides
carboxyliques. Pour ces deux détecteurs, les temps de rétention sont utilisés pour
I’identification. Le spectromeétre de masse est utilisé dans plusieurs études pour identifier des
composés de réaction inconnus et également améliorer la sensibilité.

Les limites de détection (LOD) données dans le Tableau II sont pour des acides carboxyliques
C, a Csen phase aqueuse. La colonne RTX-200 est une colonne moyennement polaire a base

de trifluoropropylméthylpolysiloxane.

Tableau II : Limites de détection en GC

Auteur Année Pr}e parat.lon Colonne Détection LOD
d'échantillon

E. Morin et al. 2007 Acidification apH =2,5 RTX-200 (Restek) FID 5 mg/L

B. Jurado- 2010 SPE Tnnowax (Agilent) FID __ quelques ng/l

Sanchez et al. MS 10 ng/L

Cruwys et al. 2002 Headspace FFAP (Perkin-Elmer) FID quelques mg/L

M. Abalos ezal. 2000 SPME/HS TR-FFAP(Teknokroma) — 12 >0 pg/l

MS quelques pg/L
FID quelques pg/L
ECD 0,5 pg/L

L. Pan et al. 1997 Dérivation et HS/SPME  SPB-5 (Supelco)
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C.2.2 La chromatographie liquide

La LC est une méthode physico-chimique de séparation basée sur des interactions
liquide/solide. L’échantillon a analyser est en solution et est constitu¢ de produits a séparer
(les solutés). Ces derniers se répartissent suivant leur affinité entre la phase mobile liquide et
la phase stationnaire. Cette phase stationnaire est le constituant principal de la colonne
chromatographique qui est placée dans une enceinte thermostatée.

En chromatographie liquide de phase inversée (RP-LC), la phase stationnaire est apolaire
alors que la phase mobile est un solvant polaire comme 1’eau, le méthanol ou I’acétonitrile,
seul ou en mélange. Quatre types d’interactions existent entre les molécules de solvant, la
phase stationnaire et le soluté : ionique, de dispersion, di¢lectrique et par liaison hydrogene
(annexe 3). Les colonnes sont composées de silice sur laquelle sont greffées des groupements
alkyls allant de 8 a 18 atomes de carbone en général.

Pour I’analyse des acides carboxyliques, la séparation est suivie par UV, fluorescence apres
dérivation ou moins largement par MS.

Les acides en RP-LC peuvent étre directement analysés. E. Destendeau et al. (2005) n’ont pas
calculé les LOD pour I’analyse des acides carboxyliques dans leurs effluents industriels mais
ont déterminé les concentrations minimales de quantification pour leurs analyses qui sont de
20 mg/L. Une étape d’extraction peut avoir lieu au préalable. S.F. Chen et al. (2006) ont
utilisé la LLE pour extraire les acides en présence du méthyltertiobutyléther (MTBE). Ils
obtiennent des LOD comprises entre 0,2 et 0,7 mg/L par UV pour les acides C,aCs. J. Zhan
et al. (2010) ont analysé 1’acide glyoxylique dans une réaction d’oxydation sélective avec une
étape d’extraction SPE sur des cartouches d’échange anionique (SAX, Strong Anion
eXchange). Les acides glyoxylique, oxalique et formique ont été séparés sur une colonne Cg
en mode isocratique (composition constante de la phase mobile) avec un mélange
eau/acétonitrile (95:5) tout au long de I’analyse puis une détection par UV (longueur d’onde
210 nm). Les LOD obtenues sont de 1’ordre de 0,2 mg/L pour ’acide glyoxylique et formique
et de 0,04 mg/L pour 1’acide oxalique. Apres dérivation, les limites de détection peuvent

atteindre 0,1 pg/L.
C.2.3 La chromatographie ionique

La chromatographie ionique est une méthode de chromatographie liquide basée sur la
rétention d’anions ou de cations en solution. Pour 1’analyse des acides, nous allons nous

intéresser a la chromatographie d’exclusion ionique (IEC) et la chromatographie d’échange
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anionique. Dans la premiére méthode, les acides partiellement ionisés ou sous forme
moléculaire sont séparés sur une phase stationnaire anionique, alors qu’en échange d’anions,

les acides totalement ionisés sont séparés sur une phase stationnaire cationique.
C.2.3.1 La chromatographie d’exclusion ionique (IEC)

La chromatographie d’exclusion ionique est particulierement adaptée pour ’analyse de
petits acides organiques faibles dans une matrice a forte force ionique. Elle est trés utilisée
pour I’analyse des acides mono-, di- et tricarboxyliques [Fisher, 2002 ; MacGinnis, 2001 ;
Ohta, 2003] et peut servir pour I’analyse des alcools, aldéhydes ou des acides aminés.

La séparation en IEC est un procédé complexe basé sur la force de répulsion coulombienne
entre les ions. Elle permet la séparation d’espéces partiellement ionisées sur des résines
fortement chargées.

Les colonnes sont remplies de copolyméres sur lesquels sont greffés des groupements
fonctionnels anioniques ionisables. Les plus répandues sont composées de copolymeres
divinylbenzéne/polystyréne enticrement sulfonés (-SOs;H). L’acide sulfonique est un acide
fort avec une forte capacité échangeuse de cation. Les acides sont donc ionisés quels que soit
le pH de la solution avec laquelle ils sont mis en contact. La capacit¢ d’échange d’ions
correspond au nombre de groupements fonctionnels accessibles a 1’échange d’ions par unité
de masse (meq/g). Les phases stationnaires sont stables pour des pH de 0 a 14. La détection
est le plus souvent réalisée par UV ou par conductimétrie. Des solutions aqueuses d’acides
minéraux tels que I’acide sulfurique sont utilisées comme éluant pour une détection directe en
UV et des ¢luants a base d’acide aliphatique sulfonique (acide méthanesulfonique ou
octanesulfonique) sont utilisés pour une détection par conductivité. La concentration en acide
de I’¢luant permet d’optimiser la séparation et les acides organiques ¢luent suivant leur pKa.
L’identification des composés en IEC est réalisée par comparaison des temps de rétention
avec ceux des produits purs. Les acides carboxyliques connus pour coéluer avec ce type de
colonne sont les acides fumarique/acétique ou succinique/glycolique [Nollet, 2006]. Cette
méthode souffre de limites de détection moyennes et d’une faible résolution des pics pouvant
conduire a des ambiguités quant a I’identification. Mais elle est simple a mettre en place.

Les limites de détections obtenues sont comprises entre 0,5 et quelques mg/L suivant le

volume d’injection et le type de colonne utilisés [Fisher, 2002].
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C.2.3.2 La chromatographie d’échange anionique (AEC)

Cette technique est utilisée pour 1’analyse des ions et des composés polaires ionisés.
Les colonnes contiennent des phases stationnaires sur lesquelles sont greffés des sites
ioniques et se comportent comme un échangeur d’ions. Ainsi, des interactions dipolaires
permettent la séparation des solutés. Pour les acides organiques, les mécanismes décrits pour
la RP-LC entrent également en jeu. Les acides organiques se dissocient au pH élevé de la
phase mobile en anions carboxylates et peuvent étre analysés par AEC. Dans la plupart des
applications, les échantillons sont injectés directement sans prétraitement.
Les colonnes les plus répandues sont composées de copolyméres divinylbenzeéne/polystyréne
sur lesquels viennent se greffer des groupes ammoniums quaternaires. Elles posseédent une
faible capacité échangeuse d’ions. Les €¢luants sont généralement des hydroxydes, carbonates,
bicarbonates ou borates. La détection est réalisée par conductivité et moins largement par MS.
Un suppresseur est utilisé pour supprimer la conductivité de la ligne de base et ainsi améliorer
la sensibilité.
G.T. Chi et al. (2007) ont utilisé cette technique pour analyser les acides organiques pendant
une oxydation de polluants organiques. Les LOD obtenues varient entre 0.02 et 0.1 mg/L

suivant les acides analysés. Seul 1’acide oxalique a une LOD ¢levée de 10 mg/L.
C.3 L’¢lectrophorese capillaire

L’¢lectrophorese capillaire est une technique complémentaire de la chromatographie et
permet la séparation de nombreuses molécules ioniques. L’élecrophorése est le transport
d’ions dans la direction d’une électrode sous I’action d’un champ électrique, au sein d’un
¢lectrolyte. La vitesse de déplacement des ions est fonction de leurs caractéristiques (charges,
volumes...). L’électrophorése est une technique de séparation d’especes chargées. Une
variante de cette technique permet également de séparer des especes neutres.

C’est une méthode qui possede de nombreux avantages : efficacité et résolution élevées,
rapidité et automatisation des séparations, faible consommation d’échantillon (de I’ordre
du nL) par exemple. Cette technique est moins utilisée que les autres décrites précédemment.
La détection est réalisée par UV ou fluorescence.

F-H Chi et al. (2005) ont analysé 1’acide propionique, butyrique et valérique par cette
méthode a une concentration minimale de 50 mg/L. M. Kibler (1999) ont dérivé les acides
avant injection en électrophorése capillaire. Ils obtiennent des LOD allant de 5 pg/L pour

I’acide valérique a 9 pg/L pour I’acide acétique.
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Nous venons de faire un récapitulatif bibliographique des techniques couramment utilisées
pour I’analyse des acides carboxyliques en phase aqueuse. Nous allons maintenant faire un

choix quant aux acides a analyser pour ce mémoire.

D. Choix, propriétés et préparation des acides
D.1 Choix des acides étudiés

Dans le paragraphe « B. Etudes réalisées au laboratoire », nous avons pu voir deux
types de réactions d’oxydation et quelques modéles de substrats utilisés dans notre laboratoire.
Dans la majeure partie des études, on observe que 1’acide acétique, 1’acide oxalique, I’acide
formique sont souvent formés. Il convient donc de les étudier.

L’étude portant sur les acides gras volatils par OVH est aussi intéressante et prometteuse,
I’analyse des acides propionique, butyrique, iso-butyrique et valérique fera partie de ce
rapport.

De plus, en OVHC, I’acide succinique est un intermédiaire de réaction tres étudi€, son analyse,
si elle peut étre améliorée, peut s’avérer utile.

Enfin, en photocatalyse, les acides glyoxylique et glycolique sont couramment rencontrés au
cours des réactions, nous les étudierons donc dans ce rapport.

Ce rapport portera donc sur une étude approfondie de dix acides et diacides organiques a
chaines courtes récapitulés dans le Tableau III ci-dessous regroupant des données

caractéristiques. Le log(P) définissant la polarité est expliqué dans le paragraphe suivant.

Tableau III : Liste des acides étudiés [Nollet, 2006 ; UAkron, 2010]

Masse molaire

Nom Formule Structure pKal pKa2 (g/mol) Log(P)
Acides monocarboxyliques
Acide formique CH,0, HCOOH 3,75 - 46,03 -0,54
Acide acétique C,H,0, CH;-COOH 4,75 - 60,05 -0,31
Acide propionique  C3;H40, CH;-CH,-COOH 4,87 - 74,08 0,33
Acide butyrique C4H;0, CH;-(CH,),-COOH 4,81 - 88,12 0,79
Acide iso-butyrique C4HgO, (CH;),-CH-COOH 4,77 - 88,12 0,88
Acide n-valérique  CsH;00, CH;-(CH,);-COOH 482 - 102,13 1,39
a-hydroxyacide
Acide glycolique ~ C,H;03 CH,(OH)-COOH 3,83 - 76,05 -1,11
a-aldoacide
Acide glyoxylique C,H,03 CHO-COOH 334 - 74,04 -0,93
Acides dicarboxyliques
Acide oxalique C,H,0, HOOC-COOH 1,23 4,19 90,04 -0,7
Acide succinique ~ C4H4O, HOOC-(CH,),-COOH 4,16 5,61 118,09 -0,59
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Le caractére acide d’une molécule de formule Z-C-COOH dépend en partie des effets
¢lectroniques des substituants du C an Plus le groupement Z estectroattracteur, plus
I’acidité est accrue. Plus Z est €lectrorépulseur, plus I’acidité diminue [Arnaud, 1981]. Ainsi,
pour les deux acides dicarboxyliques, le groupement Z de 1’acide oxalique (-COOH) étant
plus électroattracteur que le groupement CH; de succinique, son pKa sera plus faible.

Parmi ces dix acides, nous avons des acides monocarboxyliques, un a-hydroxyacide, un o-
aldoacide et des acides dicarboxyliques. Cette liste n’est évidemment pas exhaustive, bien
d’autres acides peuvent se former lors des réactions (acide acrylique, acide malonique, acide
fumarique par exemple). Mais, comme un large éventail de ce type de molécule est représenté
et chacun d’entre eux ayant des propriétés différentes sur la polarité, le pKa, la température
d’¢bullition, il suffira d’adapter les méthodes décrites dans ce rapport pour tout nouvel acide a

analyser.
D.2 La polarité des solutés en LC [Caude, 1994]

En LC, la rétention peut étre liée a des interactions hydrophobes. Ces interactions sont
liées a la structure de I’eau. Les molécules d’eau ne sont pas libres mais associées par des
liaisons hydrogénes. Ces complexes sont labiles, c'est-a-dire qu’ils se brisent et se reforment
constamment. Les interactions hydrophobes augmentent avec la force ionique de la solution
mais diminue lorsqu’un solvant organique est ajouté a I’eau, par exemple le méthanol ou
I’acétonitrile. Ces interactions dépendent de la nature des solutés. Il est important de pouvoir
classer les solutés en fonction de leur affinité pour 1’eau (hydrophilie) ou pour les chaines
alkyles des silices greffées par exemple (hydrophobie ou lipophilie).

Le coefficient de partage P d’un soluté X entre 1’eau et le n-octanol représente une mesure
valable de I’hydrophobie d’un soluté (plus P est grand, plus le soluté est hydrophobe). Ce
coefficient de partage d’un soluté X est défini a partir de I’équilibre Xe,y =  Xoctanol par la
relation (4) :

P = Coctanot / Cean (4)

(avec Coctanol €t Ceay les concentrations du soluté a 1’équilibre dans les deux phases).
L’interprétation de trés nombreuses mesures expérimentales de P a conduit a proposer une
méthode permettant de calculer a priori la lipophilie d’un soluté quelconque suivant sa

structure. Les valeurs de log(P) pour les acides étudiés sont données dans le Tableau III.

25/131



D.3 Les solutions étalons

D.3.1 Norme NF XP T 90-210 [AFNOR, 1999]

Afin de travailler avec un protocole cadré pour la détermination des limites de
détection et de quantification, nous allons nous appuyer sur 1’évaluation des performances
d’une méthode d’analyse décrite dans la norme NF XP T 90-210 sur la qualité de I’eau
publiée par I’AFNOR ayant pour titre : « Protocole d’évaluation d’une méthode alternative
d’analyse physico-chimique quantitative par rapport a une méthode de référence » et plus
particuliérement le paragraphe 5.1.

Dans un premier temps, pour la réalisation de ce protocole, il convient de choisir le nombre de
niveaux correspondant aux différentes concentrations de solution étalons (p) et le nombre de
répétitions pour chaque niveau (n). Dans la norme, il est dit qu’il est préférable de préparer au
minimum p = 5 niveaux de concentrations différentes et au moins n = 5 répétitions pour
chaque niveau. Ainsi, dans cette étude nous allons préparer 6 niveaux d’étalonnage et chaque
niveau sera répété 5 fois, soit un total de 30 analyses par acide pour déterminer les limites de
détection et quantification pour chaque technique analytique.

Dans notre cas, I’analyse sera une analyse chromatographique, le résultat sera donc une aire

de pics (valeur d’information) fonction d’une concentration en mg/L.
D.3.2 Gamme de calibration et méthode d’étalonnage

Nous avons pu remarquer que les concentrations d’acides sont treés différentes suivant
le procédé d’oxydation utilisé. En effet, pour la photocatalyse, des quantités d’acides de
I’ordre de quelques mg/L sont produites alors qu’en OVHC, I’ordre de grandeur est de
quelques centaines de mg/L a quelques g/L. Pour déterminer les LOD et LOQ, il convient de
se placer a des concentrations proches des limites basses. Nous allons commencer cette étude
avec la chromatographie liquide a exclusion d’ions (IEC) couramment utilisée au laboratoire
pour I’analyse des acides organiques. La valeur de 1a 2 mg/LL comme valeur basse de la
gamme de calibration est une concentration proche de la limite de quantification que nous
déterminerons (avec un volume d’injection de 20uL). La valeur haute de 100 mg/L est une
concentration intermédiaire entre les concentrations observées en photocatalyse et OVHC.
Pour I’é¢tude des LOD et LOQ, il convient également de ne pas trop étendre la gamme
d’étalonnage.

Il s’agit dans cette étude de comparer les différentes techniques d’analyse entre elles. Si une

technique parait meilleure que celle actuellement utilisée, il conviendra de 1’adapter aux
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concentrations rencontrées. Ces limites pourront également évoluer suivant la sensibilité de la
technique étudiée. Suivant la technique utilisée, un étalonnage externe ou interne sera utilisé.

Ces deux types d’étalonnage sont décrits dans I’annexe 5.
D.3.3 Validation de la méthode d’analyse

Les caractéristiques utilisées dans cette étude pour valider la méthode d’analyse sont
données et définies en annexe 6. Il s’agit de la sensibilité, du blanc, de la répétabilité, de la

linéarité et des limites de détection et quantification.
D.3.4 Préparation des solutions meres en phase aqueuse

Une solution mére de chaque acide sera préparée a 500 mg/L a partir des produits purs. La
concentration de 500 mg/L a été choisie pour une plus grande stabilit¢ dans le temps par
rapport a une concentration moindre. Ces solutions sont préparées tous les 6 mois et
conservées au réfrigérateur.

Une fois préparée, la concentration réelle en acide est vérifiée par une analyse du carbone
organique total (TOC) de chaque solution. Le TOC est un des parameétres les plus importants
du point de vue de la caractérisation des eaux usées. Son principe est décrit en annexe 7.
Prenons un exemple pour D’acide acétique. L’acide acétique possede 2 carbones. Une
concentration de 500 mg/L d’acide acétique doit correspondre a une concentration en mg de
carbone / L de :

TOC=(500*2*12)/60=200mgc/L

Le TOC mesur¢ nous donne une valeur de 202 mgc / L.
Apres préparation chaque concentration est vérifiée. L’injection réguliére des solutions
d’acides en chromatographie liquide permet de vérifier que les solutions ne se dégradent pas

durant les 6 mois en comparant les réponses du détecteur obtenues.

Pour conclure sur cette partie, les techniques d’analyse disponibles au laboratoire et
utilisées pour les travaux de ce rapport sont la chromatographie d’exclusion ionique, la
chromatographie d’échange anionique, la chromatographie liquide de phase inversée et la
chromatographie en phase gazeuse. Comme toutes ces techniques sont basées sur la
chromatographie, nous allons briévement décrire cette technique et présenter les différentes

grandeurs la caractérisant.
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Partie 11 :

Généralités sur la chromatographie
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A. Théorie de la chromatographie [Caude, 1994]

En chromatographie, les séparations sont fondées sur la distribution des espéces entre
deux phases non miscibles, 1’'une stationnaire et 1’autre mobile. Cette distribution est définie
par le coefficient de partage K :

K=Cs/Cn(5)

(avec Cs et Cp les concentrations respectives du soluté a 1’équilibre dans les phases
stationnaire et mobile).

En chromatographie en phase liquide, la séparation dépend de la nature des phases
stationnaire et mobile, du soluté et de la température. En chromatographie en phase gazeuse,
la phase mobile étant inerte, la séparation dépend de la nature de la phase stationnaire, du
solut¢ et de la température. Les interactions solutés-solvants comprennent les forces
intermoléculaires de dispersion, d’induction (liaisons hydrogene et transfert de charges) et
d’orientation (interactions électrostatiques entre les especes ionisées en solution).

Chaque soluté injecté est entrainé par la phase mobile et dans le méme temps, retenu par la
phase stationnaire. Des pics symétriques gaussiens sont obtenus en sortie de détecteur. Une
bonne séparation en chromatographie implique que les divers constituants du mélange soient
retenus dans la colonne, que les différents pics soient bien séparés, les bandes de soluté se
séparent entre elles (sélectivité) plus vite qu’elles ne s’étalent (efficacité), et que 1’analyse soit

la plus rapide possible.

B. Grandeurs de rétention [Caude, 1994]

B.1 Les temps et volume de rétention |

Soit un pic chromatographique défini comme
sur la Fig.14. Le temps de rétention, tg en min,

d’un soluté est le temps d’élution au sommet

du pic, mesuré a partir de 1’injection.
Le volume de rétention Vr en mL représente le
volume de phase mobile nécessaire pour que le g

8 .
soluté traverse tout le systéme =l | J.“
chromatographique, compte tenu de Ila ! ! _

H, hauteur de pic o, largeur a la base

rétention avec la phase stationnaire. tr, temps de rétention 3, largeur a mi-hauteur

Fig.14 Caractéristiques d’un pic
chromatographique [Caude, 1994]
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Le volume de rétention est reli¢ au temps de rétention par le débit de la phase mobile :

V.=Dxt, (6) (avec D, le débit en mL/min)

B.2 Le volume mort

Le volume mort, V,,, correspond au volume de phase mobile nécessaire pour traverser
le systtme chromatographique pour une espéce n’ayant aucune affinité avec la phase
stationnaire et donc non retenue. Le volume de rétention est directement relié au coefficient
de partage K par la relation :

Ve=V,+KxVs (7) (avec Vs, le volume de la phase stationnaire en mL)

B.3 Le facteur de capacité ou de rétention

Afin de s’affranchir des parameétres géométriques de la colonne, on utilise pour
caractériser la rétention d’un composé, le facteur de rétention k, défini comme le rapport de la
quantité de soluté dans la phase stationnaire a la quantité de soluté dans la phase mobile. Il
est défini par la formule (8) et peut étre calculé facilement par la relation (9).

k:Kx(ﬁJ ®) p= et o
v /

m m

C. L’efficacité [Caude, 1994]

L’efficacité d’une colonne chromatographique dépend de 1’étalement des pics et est
mesurée pour chaque composé par le nombre de plateaux théoriques N de la colonne. Un
plateau théorique est la portion de colonne nécessaire a 1’établissement de 1’équilibre du
soluté entre la phase stationnaire et la phase mobile. Plus I’efficacité est importante, plus le
pic sera fin. Cet ¢talement dépend de la dispersion des molécules par diffusion longitudinale,
de I’existence de chemins multiples dus au remplissage et a la résistance au transfert de masse.
On établit que le nombre de plateaux théoriques d’une colonne s’exprime, pour un soluté
donné, par les relations (10) :

2 2
N = 16x[lij _ 5,54{%} (10)

(4]

(avec o, la largeur du pic a la base et 9, la largeur du pic a mi-hauteur).
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Pour pouvoir comparer entre elles des colonnes chromatographiques, on définit la hauteur

équivalente a un plateau théorique (HEPT ou H) selon la relation (11):

H = % (11), (avec L, la longueur de la colonne).

D. Grandeurs de séparation [Caude, 1994]

Soit 2 pics consécutifs nommés 1 et 2 de temps de rétention respectifs tr; et tgo.
D.1 La sélectivité

La sélectivité, a, précise les positions relatives de deux pics adjacents. Elle permet de
caractériser la distance entre les sommets de deux pics consécutifs 1 et 2. On la calcule

suivant la relation (12) :

k2
a=—=(12
k( )

1

La sélectivité doit étre supérieure a 1 pour une bonne séparation. Cette valeur est une

condition nécessaire mais pas suffisante pour une bonne résolution.
D.2 La résolution

Les pics 1 et 2 sont dits résolus si le

premier pic retourne a la ligne de base avant Pics non résolus Pics résolus
que le second ne débute (Fig.15), o 12 o 1 2

g= [V 5 A \
correspondant a une résolution de 1,5. La < [ < [ [

résolution entre deux pics est défini par : | ., N
J/ A \J \

R.=2x (tRZ _tRl) (13) t, min t, min
S

@, + @, ) Fig.15 : Résolution entre 2 pics

(avec o) et my, les largeurs a la base des pics)

31/131



La séparation entre deux pics est d’autant meilleure que la résolution est grande. On admet
qu’une résolution supérieure a 1 est tolérable pour une quantification. Elle est également

exprimée par la relation (14).

Rs=1[“—_l][ Z j(Nz)% (14)

4\ a Nk,+1

Il apparait donc que la résolution est un parameétre essentiel pour qualifier une séparation
puisqu’elle est reliée a la sélectivité, au facteur de capacité et a 1’efficacité. Une séparation

pourra étre améliorée en jouant sur un de ses trois facteurs.

Apres ce bref résumé du principe général de la chromatographie, chaque technique
utilisée (la chromatographie ionique comprenant 1’exclusion ionique, et I’échange anionique,
la chromatographie liquide de phase inversée et la chromatographie en phase gazeuse) fera
I’objet d’une partie dans laquelle I’appareillage et un descriptif des colonnes et des conditions
d’analyse seront présentés. Les résultats obtenus pour la séparation (ordre d’¢€lution,

optimisation et validation de la méthode) seront ensuite discutés.
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Partie 111 :

La chromatographie ionique

- La chromatographie d’exclusion ionique (IEC)

- La chromatographie d’échange anionique (AEC)
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La chromatographie d’exclusion ionique (IEC)

A. Appareillage

Les analyses sont effectuées sur une chaine HPLC composée de :

- un dégazeur Phenomenex, DEGASSEX model DG-4400,

- deux pompes Shimadzu, LC-20AD avec un gradient haute-pression,
- un passeur automatique d’échantillon Shimadzu, SIL-20A,

- un four Shimadzu, CTO-10ASvp, thermostaté a 40°C,

- un détecteur UV Shimadzu, SPD-20A.

Le principe de fonctionnement du détecteur UV est donné en annexe 8. Il mesure
I’absorbance d’un solvant et d’un solut¢ a une longueur d’onde définie. Les acides
organiques sont analysés a 210 nm car au-dela, leur réponse est faible. Leurs spectres UV
sont semblables et celui de 1’acide valérique est présenté en annexe 8. Cependant, il n’est

pas trés sélectif puisqu’il est également sensible aux composés interférents de la matrice.

La colonne utilisée est de marque Transgenomic, ICSep, Coregel 107H (longueur 300mm et
diamétre interne, ID, 7,8 mm). La phase mobile est une solution d’acide sulfurique diluée a

des concentrations comprises entre 0,001 (pH = 3) et 0,05 N (pH = 1,6).

B. Principe de fonctionnement

La séparation en IEC dépend de trois phénomenes : 1’exclusion ionique dite de
Donnan, I’exclusion de taille et des phénoménes d’adsorption. La phase stationnaire, aussi
appelée résine, est composée, dans notre cas, de particules de 9 pm de diamétre d’'un mélange
de copolymeére de polystyréne et de divinylbenzeéne (PS/DVB) greffé avec des groupements
sulfoniques (SOj3"). Ces résines sont caractérisées principalement par leur degré de réticulation
(quantité de divinylbenzene présent dans le copolymeére, dans notre cas, 10%), la taille des

particules, leur capacité d’échange d’ions.
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Le greffage permet a la phase de stationnaire de se comporter comme si elle était chargée
négativement. L’eau provenant de la phase mobile et passant au travers de la colonne forme

une enveloppe hydratée autour des groupements sulfonés (Fig.16).

N Mobile Phase
0
Stationary SO, H* H,O
Phase
SO, H*
SO.-H H'C (Eluant)
H,0
H,0
H,0 H.0

so.-H+ H.0 CH,COOH (Sample)

Donnan Membrane

Fig.16 : Principe de 1’exclusion ionique [Weiss, 2004]

Dans ce modéle de rétention, une barriere chargée négativement et comparable a une
membrane de Donnan caractérise 1’interface entre la phase mobile et I’enveloppe hydratée.
L’équilibre de Donnan décrit 1’équilibre qu’il existe entre deux solutions ioniques séparées
par une membrane. La membrane se forme de telle sorte qu’elle permet le passage de certains
ions en solution. Elle ne permet pas le passage de tous les ions la rendant semi-perméable. Un
potentiel électrique des deux cotés de la membrane se forme favorisant le passage de certains
ions. Dans notre cas, et par analogie a la membrane de Donnan, cette interface est seulement
perméable aux composés non dissociés et aux molécules d’eau. Les acides totalement
dissociés tels que I’acide chlorhydrique (HCIl) ou I’acide sulfurique (H,SO4) joue le role
d’¢éluant et ne peuvent pas pénétrer au travers de cette barriere a cause de la répulsion
¢lectrostatique. Ils sont exclus de la phase stationnaire. Leur volume de rétention est appelé
volume d’exclusion, proche du volume mort du systéme. Les molécules d’eau neutre peuvent
diffuser dans les pores de la résine et revenir dans la phase mobile. Selon le pH de I’¢luant, un
acide organique faible (acide acétique par exemple) présent sous forme partiellement
dissociée ne sera pas repoussé par la membrane de Donnan [Weiss, 2004]. La rétention et
donc le temps de résidence dans les pores de la phase stationnaire dépendent du pourcentage
de dissociation de 1’acide et ¢luent suivant le pKa lorsque seules les interactions d’exclusion
ionique sont présentes. Nous verrons dans la partie résultats que I’ordre d’¢lution peut étre

modifié selon la structure de la molécule.
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Pour la séparation des acides organiques, une grande capacité d’échange d’ions est
nécessaire. Des colonnes de longueurs importantes (longueur (L) = 300mm, diameétre
interne (ID) = 7.8mm) sont ainsi utilisées permettant de maximiser la dissociation et la
concentration des groupements sulfonés sur le support. Le role d’un acide fort tel que ’acide
sulfurique ou 1’acide chlorhydrique comme phase mobile est de permettre aux acides
organiques de se trouver sous leur forme moléculaire mais ¢galement de donner des pics plus
symétriques qu’avec une ¢éluant composé seulement d’eau. En effet, lorsque de I’eau ou une
solution d’acide fort trés diluée est utilisée comme ¢éluant, des trainées de pics sont observées.
Ces trainées sont dues a la variation du degré d’ionisation des solutés tout au long du pic
chromatographique. Afin d’obtenir un degré de dissociation constant tout au long du pic, une

solution concentrée d’acide fort est utilisée comme ¢éluant [Glod, 1997].

C. Résultats et discussion

C.1 Optimisation de la séparation

Le but est de connaitre les temps de rétention de chaque acide, leur réponse en UV et
vérifier la qualité¢ de séparation. Le pH de la phase mobile a ¢ét¢ modifi¢ en préparant des
solutions a des concentrations différentes en acide sulfurique. Le débit de travail était de
0,5 mL/min et 20uL d’échantillon ont été injectés. La séparation des acides a tout d’abord été
testée a une concentration de 100 mg/L avec une phase mobile peu concentrée en acide

sulfurique.
C1.1 Séparation avec une phase mobile a 0,005 N d’H,SO4

Les réponses a 210 nm pour les acides étudiés ont des intensités comparables sauf
pour I’acide oxalique. En effet, sa réponse a 210 nm est beaucoup plus ¢élevée que celle
correspondant a tous les autres acides (4 a 5 fois) pour une méme concentration. Pour les
acides, les groupements chromophores sont les liaisons C=0 de la liaison carboxyle. Dans la
structure de 1’acide oxalique, il y deux liaisons C=0 conjuguées. Des liaisons conjuguées en
UV augmentent le coefficient d’extinction molaire de la molécule et donc I’absorbance. Nous
diluerons la solution d’acide oxalique 4 fois dans la suite de 1’étude afin de pouvoir calculer
correctement les limites de détection et quantification, soit une concentration de 25 mg/L.
Nous préparons une solution d’acide sulfurique a 0.005 N a partir d’une solution d’acide

sulfurique concentré a 96%. Le pH de cette solution est de 2,7.
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Ordre d’élution

Deux chromatogrammes des acides étudié¢s sont donnés sur les Fig.17 et Fig.18.

AL
210nm dnm {1.00)

Acide acétiquel/16.901

Aride propioniquei19 844

Acide isobutyrigue/21.762

Acide butyrique/23.789

Acide valériquel33.128

Fig.17 : IEC, pH = 2,7, Chromatogramme des acides

gras volatiles

A0
210nmdnm (1.00)

Acide glyosxyliquel/10.600

e rog
Acide oxaliquels 448

19323

K G

Acide formiquel15.204

Acide glycoliquei 3484

il Fucumquengm

T
25

50 75

T
100

des autres acides

Fig.18 : IEC, pH = 2,7, Chromatogramme

Le volume mort de la colonne, Vi, est considéré égal au volume d’élution des acides forts tels

que I’acide sulfurique ou nitrique et représente la limite d’exclusion. Les petites molécules ne

portant aucune charge éluent a un volume de rétention égal a V,, + Vi. Le volume interne, V;,

est mesuré avec I’injection d’une molécule de petite taille neutre telle que le méthanol. Il

représente la limite de perméation totale. On a Vi, =4,1 mL et V; =7 mL.

Les petits acides faibles ont une rétention comprise entre V,, et V,, + Vi. Les temps de

rétention (tr) et les facteurs de rétention (k) sont regroupés dans le Tableau IV.

Tableau IV : IEC, pH = 2,7, Données chromatographiques

Ordre . . M .

d’élution Acides organiques Formule (g/mol) pKal pKa2 tg min k
1 acide oxalique COOH-COOH 90 1,23 4,19 8,4 0,04
2 acide glyoxylique 0=CH-COOH 74 3,3 - 10,6 0,3
3 acide succinique COOH-CH,-CH,-COOH 76 4,16 5,61 13 0,6
4 acide glycolique HO-CH,-COOH 118 3,83 - 13,5 0,7
5 acide formique HCOOH 46 3,77 - 15,2 0,9
6 acide acétique CH;-COOH 60 4,76 - 16,9 1,1
7 acide propionique CH;-CH,-COOH 74 4,87 - 19,6 1,4
8 acide isobutyrique (CH3;),-CH-COOH 88 4,84 - 21,8 1,7
9 acide butyrique CH;-CH,-CH,-COOH 88 4,83 - 23,8 1,9
10 acide valérique CH;-CH,-CH,-CH,-COOH 102 4,84 - 33,1 3,1
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Dans un premier temps, nous allons nous intéresser a 1’ordre d’élution des acides en nous
aidant de la courbe du premier pKa en fonction du facteur de rétention (Fig.19). Au pH de la
phase mobile, seuls les acides gras volatils sont essentiellement sous leur forme moléculaire.

Les autres sont partiellement ionisés.

16

¢ MeOH

NaxCOs3
P / A

[¥]
.l
[
W
[

0 mo; 0.5 1 1.5

# HaS04

Fig.19 : IEC, Courbe pKa = f(k)

D’apres Tanaka er al. (1979), une ligne droite peut étre tracée entre 1’acide oxalique, le
fluorure de sodium et le carbonate de sodium permettant de prévoir le facteur de rétention en
fonction du pKa si les espéces sont seulement soumises a une exclusion ionique. Plus ils s’en
¢loignent, plus ils sont soumis a d’autres interactions. Les acides formique (5) et acétique (6)
sortent proches de cette ligne et donc en regard de leur pKa.

Les acides propionique, isobutyrique, butyrique et valérique (de 7 a 10) n’¢luent pas en méme
temps alors que leurs pKa sont trés proches. La longueur de la chaine alkyle a donc un effet
sur la rétention. Plus elle est importante, plus la rétention sera grande. La phase de greffage
n’a pas un rendement de 100% et la résine possede un taux de greffage avec des groupements
sulfoniques de 80% [Glod, 1997]. Les solutés possédant une longue chaine aliphatique ont
donc probablement des interactions hydrophobes avec les noyaux aromatiques non greffés de
la résine et sont plus retenus. L’acide isobutyrique (8) €lue plus rapidement que 1’acide
butyrique (9) en raison de sa chaine aliphatique ramifiée. B. K. Glod (1997) explique que la
rétention est proportionnellement liée a la surface moléculaire.

Les acides formique (5) et glycolique (4) qui possédent un pKa identique devraient éluer au
méme moment. Or, 1’acide glycolique €¢lue avant I’acide formique. Selon le log(P), constante

définissant la polarité¢ d’une molécule, 1’acide glycolique est plus polaire que 1’acide formique.
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La polarit¢ de la molécule a également un effet sur la rétention, c’est pourquoi I’ordre est
modifié [Fisher, 1995].

L’acide glyoxylique (2) a le pKa le moins ¢élevé apres celui de 1’acide oxalique, il élue donc
juste apres celui-ci. Sa polarité est sans doute 1’explication de son éloignement de la ligne que
propose Tanaka et al. (1979).

L’ordre d’¢lution des diacides n’est également pas seulement fonction du pKa. Avec le seul
effet de 1’exclusion ionique, I’acide succinique (3) devrait ¢luer entre I’acide formique (5) et
I’acide acétique (6). Or, son facteur de rétention est plus petit. Suivant le degré de dissociation
du deuxieme groupement carboxylique, le soluté sera plus ou moins retenu. La masse molaire
de ces diacides est également plus importante que leur homologue avec un méme nombre de
carbone (succinique / butyrique, oxalique / acétique). La séparation est également affectée
dans ce cas-1a par une exclusion stérique, les diacides ont plus de mal a entrer dans les pores
de la résine et a étre retenus.

L’acide oxalique (1) est peu retenu par la colonne a cause de ses 2 pKa. Le pH de la phase
mobile (pH = 2,7) affecte son degré d’ionisation et donc sa rétention. Son facteur de rétention
est donc treés proche de 0. Il sera donc trés sensible a la variation de pH de la phase mobile.
C’est également un diacide et une molécule polaire donc 1’acide oxalique est affecté par une

exclusion ionique, une exclusion stérique et des interactions hydrophobes.
Qualité de la séparation : la résolution

Les facteurs de rétention sont compris entre 0,04 pour I’acide oxalique et 3,1 pour
I’acide valérique. Nous avons vu que I’acide oxalique n’était pas résolu de part son facteur de
rétention proche de 0. Sa quantification est impossible avec cette phase mobile.

Pour calculer la résolution, nous avons besoin des temps de rétention et de la largeur a la base

des pics chromatographiques. Ces données sont regroupées dans le Tableau V.

Tableau V : IEC, pH = 2,7, Résolutions entre les pics

Acide organique tg, min Largeur a la Résolution
base, min
acide oxalique 8,4 - - -
acide glyoxylique 10,6 0,37 A
- — 5,8
acide succinique 13 0,43 14
acide glycolique 13,5 0,42 40 ’
acide formique 15,2 0,44 ’ 37
acide acétique 16,9 0,49 5.0 ’
acide propionique 19,6 0,58 ’ 15
acide isobutyrique 21,8 0,69 )3 ’
acide butyrique 23,8 0,74 ’ 10.1
acide valérique 33,1 1,12 s ’
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La résolution minimale est celle entre 1’acide succinique et I’acide glycolique. Elle est de 1,4.
Elle est trés proche d’une résolution compléte des deux pics (Rs= 1,5).

La séparation est donc bonne pour tous les acides sauf pour ’acide oxalique. D’aprés
la bibliographie, il va étre difficile d’augmenter significativement la rétention de 1’acide
oxalique a cause de son premier pKa peu ¢€levé et par conséquent de le quantifier dans ces

conditions.
C.1.2 Effet du pH sur la rétention

Nous allons préparer deux phases mobiles, une a 0,01 N soit un pH de 2,2, et une autre
a la concentration maximum d’H,SO4 soit 0,05 N (pH de 1,6). La courbe du log(k) en fontion

du pH est tracée (Fig.20).

pH
1.5 1,7 1.9 2.1 2.3 2.5 2.7
0.7 L L L L L L
p
104 N N
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’ E\L - d —a— Acide glyoxylique (2)
- —k —i—Acide succinique (3)
02 +— 4 Acide glycolique (4)
g Bl 3™ - = === Acide formigue (5)
=11 q —8—Acide acétique (6)
= - —l——. —=—Acide propionique (7)
-0.5 = — Acide isobutyrique (8)
1 Acide butyrique (3)
“"\_ —e—~Acide valérique (10)
038 \\
b \
-1.4 >

Fig.20 : IEC, Effet du pH sur la rétention

L’ordre d’¢lution ne varie pas avec le changement de phase mobile. A un pH de 1,6, les
acides oxalique (1) et glyoxylique (2) ne sont pas encore entierement sous leur forme
moléculaire et sont bien évidemment les plus affectés par la variation de pH. L’acide oxalique
(1) posséde un facteur de rétention de 0,2 et une résolution supérieure a 1 par rapport a 1’acide
glyoxylique (2). Il est bien séparé du temps mort du systéme et son analyse peut ainsi étre
correctement effectuée.

Les autres acides sont peu affectés par la variation de pH de la phase mobile, leur pKa étant

plus élevé.
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La largeur des pics n’est pas affectée par le changement de concentration en H,SO4. La
résolution et la sélectivité sont bonnes pour tous les composés. Nous allons donc travailler

avec une phase mobile a 0.05 N en H,SO4 pour la validation de la méthode.

C.2 Validation de la méthode

Les principales caractéristiques de validation d’une méthode d’analyse sont données et
définies dans 1’annexe 6. Nous nous intéresserons a la répétabilité, a la lin€arité, aux limites
de détection et quantification.

Pour cela, deux solutions que 1’on nommera standard 1 et standard 2, contenant chacune 5
acides, ont été préparées. La solution standard 1 est obtenue en mélangeant la méme quantité
de 5 solutions méres d’acides (acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique et
valérique) a 500 mg/L. La solution standard 2 est obtenue de la méme fagon mais avec les
autres acides (acides oxalique, glyoxylique, succinique, glycolique et formique). Chaque
acide se retrouve donc dans ces solutions standard 1 et standard 2 & 100 mg/L. Une dilution de
ces dernicres permet d’obtenir les concentrations de 50 mg/L, 25 mg/L, 10 mg/L, 5 mg/L et
2 mg/L.

On réalisera un étalonnage externe, en répétant chaque mesure 5 fois comme décrit dans la
norme AFNOR (1999). Les données statistiques souhaitées (pente, ordonnée a 1’origine,
coefficient de corrélation et 1’écart-type du blanc) sont déterminées par régression linéaire.
Ces valeurs ont été calculées a partir d’EXCEL (fonction Droitereg). Ces valeurs ont
¢galement ¢té déterminées a partir des équations données dans la norme afin de voir si les
données obtenues sous EXCEL étaient directement utilisables. Les deux modes de calcul se

sont avérés identiques. Par la suite, nous prendrons donc les résultats donnés par EXCEL.

La répétabilité¢ est réalisée au travers d’un écart-type de répétabilité dépendant du
domaine d’application de la méthode ¢étudiée. On utilise pour cela le test de Cochran par
comparaison des variances a chaque niveau de calibration, comme indiqué en annexe 6. Si ce
test donne un résultat acceptable, la répétabilité peut alors étre déterminée en calculant le
coefficient de variation CV. Les résultats sont présentés dans le Tableau VI.

La linéarité de la méthode est déterminée par le calcul du coefficient de régression linéaire 12,
et par un test d’hypothése sur le coefficient de régression de la pente b;. Ce test est décrit en
annexe 6. Ce test permet de décider avec une faible marge d’erreur s’il y a une relation

linéaire entre les variables dans le domaine choisi. Une statistique t.,c est pour cela calculée
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(annexe 6) et comparée a la valeur de la table de Student avec un risque de 1%. Ces données

sont regroupées dans le Tableau V1.

Tableau VI : IEC, Données statistiques pour la validation de la méthode

Répétabilité Linéarité

CVen % Coefficient de teale LOD LOQ

corrélation, r? (ppm) (ppm)
acide oxalique 5,25 0,9955 79 0,09 0,3
acide glyoxylique 1,01 0,9992 187 0,8 2,5
acide succinique 1,31 0,9997 294 0,5 1,6
acide glycolique 0,76 0,9997 314 0,5 1,5
acide formique 0,59 0,9999 642 0,2 0,7
acide acétique 0,56 0,9998 359 0,4 1,3
acide propionique 1,13 0,9999 497 0,3 0,9
acide isobutyrique 1,07 0,9998 382 0,4 1,3
acide butyrique 0,85 0,9996 422 0,3 1,1
acide valérique 1,31 0,9995 241 0,6 1,9

Pour tous les acides, le test de Cochran indique que les variances sont homogeénes sur le
domaine étudié¢ et donc que la répétabilit¢ peut étre déterminée. Les CV observés sont
inférieurs a 2% sauf pour 1’acide oxalique. Nous avons vu qu’il était élué proche du volume
mort et que sa quantification restait difficile.

Les coefficients de corrélation sont bons, supérieur a 0,995 pour I’acide oxalique et a 0,999
pour les autres acides. L’acide oxalique peut tout de méme étre quantifié dans ce domaine, le
coefficient étant acceptable (> 0,99).

Pour tous les acides, la statistique t.,c est supérieure a la valeur de la table au risque de 1%
(twable = 2,76). 11 y a donc une relation linéaire entre les variables dans le domaine d’étalonnage

choisi.

Les limites de détection et quantification sont données dans le Tableau VI. Elles sont
calculées comme indiqué dans ’annexe 6, a partir du rapport entre la sensibilité et son écart-
type. Les limites de quantification sont assez proches les unes des autres, elles sont comprises
entre 0,7 et 2,5 ppm pour une injection de 20uL. Les réponses en UV des acides étant
similaires, ce résultat est logique. L acide oxalique qui posséde une réponse en UV beaucoup

plus élevée peut donc €tre quantifié en plus petite quantité soit a hauteur de 0,3 ppm.

42 /131



D.  Conclusion sur la chromatographie d’exclusion ionique

Pour conclure sur la chromatographie d’exclusion ionique, la séparation pour tous les

acides est obtenue avec une bonne résolution entre les pics avec une phase mobile composée
d’acide sulfurique a 0,05 N (pH = 1,6). Le principal mode de séparation est I’exclusion
ionique mais nous avons vu qu’il n’était pas le seul et que dans de nombreux cas, d’autres
interactions viennent s’ajouter comme des interactions hydrophobes avec la résine.
La rétention de 1’acide oxalique et dans une moindre mesure, celle de I’acide glyoxylique ont
été augmentées en abaissant le pH de la phase mobile. L’acide oxalique élue proche du
volume mort et sa quantification reste difficile. Elle est cependant possible compte tenu des
résultats obtenus par la validation de la méthode.

La rétention des autres acides est peu affectée par la modification du pH de la phase mobile.

Un deuxiéme type de chromatographie ionique permet la séparation des acides organiques, il
s’agit de la chromatographie d’échange anionique. Cette technique est décrite dans la suite de

I’exposé et les résultats sont discutés.
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La chromatographie d’échange anionique (AEC)

Cette technique permet la séparation des ions et des composés polaires ionisés.
A. Appareillage

L’appareil utilisé est de marque Metrohm. Il est composé d’un passeur d’échantillon,
863 Compact Autosampler, d’un préparateur d’¢éluant, d’un dégazeur, d’une pompe, d’une
précolonne, d’une colonne, d’un suppresseur chimique et d’un conductimetre.
Les modules utilisés sont similaires a ceux de la RP-LC, mise a part pour la détection
conductimétrique. C’est un principe de détection non sélectif. Comme la chromatographie
ionique met en application des phases mobiles sous forme d’électrolyte aqueux, le détecteur
doit étre en mesure de pouvoir réagir a un changement de conductivité total provoqué par une
quantit¢ d’ions analytes relativement faibles. Grace a I’utilisation de techniques de
suppression, il est possible de réduire la conductivité propre de certains €luants ce qui permet
une augmentation de la sensibilité. Les principes de la détection par conductivité et de la
suppression chimique sont donnés en annexe 9. D’une maniére générale, la conductance d’un
¢lectrolyte est reliée a sa concentration et est mesurée en sortie de colonne.
Les concentrations des composés analysés sur cette chromatographie ionique ne doivent pas

dépasser 10 mg/L.

B. Les phases stationnaire et mobile

La principale différence entre les colonnes d’exclusion ionique et les colonnes
d’échange anionique est leur capacité en échange d’ions. Des échangeurs d’ions a faible
capacité sont généralement utilisés en AEC (10 a 100 péquiv/g) a cause de la détection par
conductivité. En effet, la détection des analytes demande a ce que la phase mobile ait une
conductivité la plus faible possible. La capacité est déterminée par le nombre de groupements
fonctionnels greffés par unité de poids de résine [Weiss, 2004]. Si les solutés sont des anions,
on utilise une phase stationnaire obtenue par exemple a partir d’un polymére comportant des
groupements ammonium. La phase stationnaire utilisée pour les analyses dans cette étude est
une résine polymérique composée de particules sphériques de polyvinyl alcool sur lesquelles
sont fixés des groupements ammonium quaternaires (-NR;3"). Elles possédent une bonne

efficacité chromatographique due a de petites tailles de particules de 5 pm [Weiss, 2004]
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L’¢luant utilis€ en AEC est généralement une solution aqueuse dans laquelle un sel ou un
mélange de sel est ajouté. Lorsqu’un mélange de bicarbonate et de carbonate est utilisé, la
phase mobile est tamponnée et posseéde une force d’élution qui peut étre facilement modifiée
en faisant varier la concentration de ces deux anions. Au pH de la phase mobile utilisée (8 a
11), les acides carboxyliques sont sous leur forme ionisée (pH > pKa + 2).

Avec la phase mobile utilisée, tous les sites cationiques de la phase stationnaire se trouvent
appariés avec les anions de la phase mobile (HCO;™ et COs>). Si un anion A~ est injecté dans
le systéme, les anions sont échangés avec les ions bicarbonates de la phase mobile, par

exemple, suivant 1’équilibre réversible présenté dans la Fig.21.

Résine-NR;'HCO; + A~ = Résine-NR;"A™ + HCO;5

Fig.21 : AEC, Mécanisme d’échange

Un maximum de sensibilité sera obtenu tant qu’une grande différence de conductance entre
les solutés et les ions de la phase mobile sera observée.

Pour les acides organiques présents dans des échantillons réels, des interférences peuvent étre
observées avec des ions inorganiques (fluorure et acide formique, acétique, glycolique ou
lactique et proche du volume mort) [Weiss, 2004]. Les conditions d’analyse sont récapitulées

dans le Tableau VII.

Tableau VII : AEC, Conditions analytiques

Phase mobile 3,2 mmol/L Na,COs / 1 mmol/L NaHCO;
Volume d’injection 20 uL

Débit 0,7 mL/min

Précolonne Metrosep A Supp 4/5 Guard

Colonne Metrosep A SUPP 5, L = 150mm, ID = 4mm
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C. Résultats et discussion

C.1 Ordre d’élution

Afin de connaitre ’ordre d’élution, nous allons injecter des solutions d’acides
organiques a 10 mg/L. Les données chromatographiques sont répertoriées dans le

Tableau VIII. Le temps mort est de 2,8 min.

Tableau VIII : AEC, Données chromatographiques

Formule tr (min) k Résolution
acide glycolique HO-CH,-COOH 5,45 0,95 0.6 #{5222222
acide acétique CH;-COOH 5,65 1,02 ’ 0.3
acide propionique = CH3-CH,-COOH 5,78 1,06 0.1
acide isobutyrique  (CH3;),-CH-COOH 5,84 1,09 0.4
acide butyrique CHj;-(CH,),-COOH 6,06 1,16 0.3
acide formique H-COOH 6,17 1,20
acide valérique CHj;-(CH,);-COOH 6,88 1,46 i
acide succinique COOH-(CH,),-COOH 323 10,54 )
acide oxalique COOH-COOH 36,6 12,07  AAAAAA >
acide glyoxylique = O=CH-COOH n.d.* n.d.*

* n.d. : non déterminé

La majorité des acides monocarboxyliques ¢luent en moins d’une minute et la résolution entre
les pics est trés mauvaise. Aucun retour a la ligne de base n’est possible dans ces conditions
d’analyse et I’intégration des pics est donc impossible.

Selon M. C. Buzzoniti et al. (1997), les temps de rétention des acides dépendent de
parametres tels que les dimensions moléculaires, les constantes d’acidité et 1’adsorption des
molécules organiques sur la résine organique comme nous 1’avons vu en chromatographie
d’exclusion ionique. La rétention dépend également du pH de la phase mobile et de sa
composition (concentrations en carbonate et hydrogénocarbonates).

Les acides gras volatiles éluent suivant la longueur de leur chaine aliphatique en raison des
interactions hydrophobes entre la chaine alkyle et la résine de la phase stationnaire. Il n’a pas
¢té possible de mesurer la largeur a la base du pic de 1’acide valérique car celui-ci coélue avec
un ion, probablement inorganique, présent dans 1’échantillon. Comme en chromatographie
d’exclusion ionique, I’acide isobutyrique élue avant 1’acide butyrique.

L’acide glycolique a un temps de rétention plus faible que 1’acide formique alors qu’ils ont
des pKa identiques. De plus, la molécule d’acide formique est plus petite que 1’acide
glycolique. Il existe donc slirement d’autres interactions entre I’¢luant, les analytes et la phase

stationnaire. M. C. Bruzzoniti et al. (1997) ajoute qu'un examen des chromatogrammes,
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malheureusement, ne permet pas de corréler le temps de rétention et les parametres
moléculaires.

Les diacides, qui portent deux charges, sont plus retenus par la phase stationnaire et leur
rétention est supérieure a celle des acides monocarboxyliques. Nous avons analysé seulement
deux diacides donc il est difficile d’expliquer I’ordre. Selon J. Weiss (2004), la rétention des
acides dicarboxyliques augmente lorsque le pKa diminue. C’est bien ce que nous observons
puisque 1’acide oxalique (pKa; = 1,2) ¢élue aprés 1’acide succinique (pKa; = 4,2). Dans ce cas
1a, les interactions entre la phase stationnaire et le plus petit et plus polaire des analytes sont

préférées.

Cet appareil étant utilisé par plusieurs personnes et en routine dans 1’équipe, la
séparation n’a pas pu étre optimisée en essayant d’agir sur la composition de la phase mobile.
De plus, la colonne est courte (150 mm) pour I’analyse de nombreux acides organiques. Elle
est adaptée pour les analyses de nitrate et nitrite dans nos applications.

Une colonne de 250 mm avec des particules de méme taille pourrait étre plus adéquate pour la
séparation des acides organiques. En effet, plus la colonne est longue, plus 1’efficacité
augmente et plus la résolution augmente. D’aprés la formule (14), la résolution varie en
fonction de la racine carrée de ’efficacité N. L’efficacité théorique peut étre déterminée a

partir de la longueur de la colonne (L) et de la taille des particules (dp) par la formule (15).

L
3xdp

N = (15)

Le gain en passant d’une colonne de 150 mm a 250 mm en gardant la méme taille de
particules peut alors €tre calculé. La résolution est ainsi améliorée par un facteur de 1,3 mais
reste toujours insuffisante pour la majorité des acides.

Une autre maniere de les analyser est d’utiliser le principe de 1’exclusion ionique avec une
colonne comportant des greffons sulfoniques, un ¢éluant acide et une détection par

conductimétrie.

La méthode ne donne pas des résultats satisfaisants concernant la séparation. Il est
néanmoins intéressant de réaliser une étude statistique sur un ou deux acides afin de connaitre
la répétabilité, la linéarité et les limites de détection et quantification. Nous allons donc

procéder a cette étude avec 1’acide formique et glycolique.
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C.2. Validation de la méthode

Les analyses ont été effectuées pour 6 points de calibration compris entre 0,1 mg/L et
2 mg/L pour I’acide formique et I’acide glycolique. Les données statistiques sont répertoriées

dans le Tableau IX.

Tableau IX : AEC, Données statistiques pour la validation de la méthode

CV (%) 12 teale LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
Acide formique 1 0,9996 270 0,01 0,04
Acide glycolique 1 0,9991 140 0,03 0,08

Les variances de répétabilité sur le domaine étudié¢ sont homogenes et la répétabilité peut
donc étre déterminée par le coefficient de variation. Il est inférieur a 2 % pour les deux acides,
les données sont donc répétables.

Les coefficients de régression linéaire r*> sont supérieurs a 0,999 et sont donc bons. Les
statistiques te,c sont supérieures aux valeurs de la table avec un risque de 1%. La méthode est
donc linéaire sur le domaine étudié.

Enfin, les valeurs obtenues pour les LOD et les LOQ sont a affiner car elles se situent toutes
en dessous de la plus basse concentration analysée a savoir 0,1 mg/L. Une solution étalon
proche de ces limites doit €tre injectée pour cela. D’une manicre générale, on peut dire que
ces limites sont inférieures a 0,1 mg/L et sont bien inférieures a celles obtenues en

chromatographie d’exclusion ionique.

D. Conclusion sur la chromatographie d’échange anionique

Sur la colonne chromatographique utilisée, la séparation n’a pas été réalisable pour de
nombreux acides, les résolutions obtenues étant trés mauvaises. L’appareil étant utilisé en
routine, aucune optimisation de la méthode (modification de la composition de la phase
mobile par exemple) n’a été réalisée. Compte tenu des faibles limites de détection et
quantification obtenues par conductimétrie, cette technique semble adapter aux études en
photocatalyse. Cependant, il reste & optimiser la séparation avec un autre type de phase
stationnaire ou une autre phase mobile par exemple.

Apres avoir étudié la séparation des acides en chromatographie ionique, nous allons nous

intéresser maintenant a la séparation par chromatographie liquide de phase inversée (RP-LC).
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Partie IV :
La chromatographie de phase inversée (RP-LC)
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A. Appareillage

Les analyses sont effectuées sur le méme appareillage que pour I'IEC. Le volume
d’injection doit correspondre au maximum & 1/100°™ du volume mort de la colonne pour
limiter la dispersion externe liée a I’injection. Les caractéristiques des deux colonnes utilisées

dans cette étude sont présentées dans le Tableau X.

Tableau X : Caractéristiques des colonnes RP-LC

Type C18 C18
Fournisseur Macherey-Nagel Interchim

Nom Pyramid HDO
Dimensions : L * ID en mm 250 * 4,6 mm 150 * 3 mm
Diametre de particules 5 um 3 pm

pH d’utilisation 1a9 1,5a7
Spécification End-capping polaire Pas de end-capping polaire
Débit optimal en mL/min 0,7 0,5

Nombre de plateaux théorique 16 700 16 700

Ces deux colonnes peuvent étre utilisées avec des phases mobiles 100% aqueuses. Les calculs

pour déterminer les débits de travail et le nombre de plateaux sont donnés en annexe 10.

B. Les colonnes

Les colonnes se présentent comme un tube, souvent en acier, rempli de phase
stationnaire. Leur géométrie est trés variable, les plus utilisées ont une longueur allant de 50 a
250 mm et des diametres internes de 2 a 4 ,6 mm. Pour effectuer une séparation, la RP-LC
s’appuie sur les propriétés physiques de la phase stationnaire qui déterminent les capacités de
séparation de la colonne et ses propriétés chimiques, qui déterminent les interactions avec

I’analyte. La phase stationnaire est apolaire alors que la phase mobile est polaire.
B.1 Propriétés physiques

La phase stationnaire est constituée de microparticules sphériques ou de solide poreux.
Ces microparticules ont des tailles de 2 a 5 um pour la chromatographie analytique. La
plupart des particules utilisées sont entiérement poreuses. Leur surface spécifique au contact
de la phase mobile atteint quelques centaines de m? par gramme, favorisant ainsi les
mécanismes de partition avec les différents solutés. De plus, une silice de grande pureté

permet d’obtenir une résolution et une symétrie de pic optimale.
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B.2 Propriétés chimiques

B.2.1 Obtention d’une phase greffée

Les phases typiques sont composées d’un gel de silice sur lequel une chaine alkyle est
greffée. Dans cette étude, nous utiliserons des colonnes dites C;s, comportant des greffons a
18 carbones. La surface d’une silice est composée de silanols, Si-OH, et de ponts siloxanes,
Si-O-Si. Les phases stationnaires greffées sont obtenues par réaction d’un chlorosilane,
R(CHj3),-Si-Cl, en milieu basique sur les silanols de surface, R pouvant étre aliphatique,
aromatique par exemple [Scott, 1992].

Les phases greffées par des monochlorosilanes ont une structure en forme de brosse (Fig.22).
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Fig.22 : RP-LC, structure en brosse
d’une phase greffée [Interchim, 2005]

Une partie des silanols demeure cependant intact pouvant provoquer des interactions polaires
génantes et une trainée de pics pour les composés polaires ou basiques. Ils sont appelés

silanols résiduels ou accessibles.
B.2.2 Phase greffée pour des composés tres polaires

Les composés tres polaires comme les acides glyoxylique ou glycolique nécessitent
pour leur rétention des phases mobiles fortement aqueuses. Les colonnes de phase inverse
conventionnelles n’acceptent pas de phase mobile contenant plus de 95% d’eau. En effet, une

détérioration des performances de la colonne apparait aprés un certain temps d’utilisation.
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La chaine alkyle apolaire s’effondre et perd sa structure en forme de brosse qui maintenait les
interactions hydrophobes entre la phase stationnaire et les analytes. On parle alors de collapse

(Fig.23) [Macherey2, 2007].
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La phase seffondre, et on observe une diminution des
temps de rélention sur une phase inverse classique avec
des éluants 100% aqueux. A = analyte

Fig.23 : RP-LC, collapse des chaines alkyles [Macherey2, 2007]

Les temps de rétention sont diminués et la résolution devient trés mauvaise. La mouillabilité
de la silice greffée a des phases mobiles 100% aqueuses est améliorée de différentes manicres.
La présence d’un « end-capping » polaire permet aux greffons C;g de ne pas s’effondrer en se
regroupant sur eux-mémes. Le groupe fonctionnel polaire utilisé pour le « end-capping » de la
phase stationnaire fournit un mécanisme d'interaction supplémentaire par lequel les composés
polaires peuvent étre retenus et résolus. La nature des ces groupements est en général
propriétaire et peut étre des fonctions diols, CN, NH; par exemple (les silanols libres Si-OH
réagissent avec R3Si-Cl, R3 comportant des fonctions polaires). Sur la Fig.24, le groupement
polaire est un alcool.

Une deuxiéme possibilit¢ est 1’insertion de groupements polaires intercalés permettant
également d’éviter cet effondrement de phase en condition 100% aqueuse (Fig.25). Le
compos¢ polaire dans la chaine alkyle ajoute des interactions polaires avec I’analyte (liaisons

hydrogenes et forces dipoles-dipoles).

g"""--DH s-On
-~ Pl
: '-.DH _J
g P - 5'"':"5-;n::H;|.
Fig.24 : End-capping polaire avec un alcool Fig.25 : Insertion d’un groupe polaire
[Macherey, 2009] [Macherey, 2009]
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Pour les deux colonnes que nous allons utilisées, la colonne C;g Pyramid posséde un « end-
capping » formé a partir d’un alcool comme sur la Fig.24. La structure de la colonne C;3 HDO

n’a pas été fournie par le fabricant Interchim.

C. La phase mobile

La composition de la phase mobile est trés importante pour I’optimisation d’une
analyse. Elle permet de développer des interactions entre la phase stationnaire et le soluté. La
polarit¢ de la phase mobile (mélange de solvant organique polaire et d’eau ou enti¢rement
aqueux), le pH de celle-ci, I’ajout d’un tampon ou d’un contre-ion permettent de modifier ces
interactions. En RP-LC, les molécules neutres, qui sont hydrophobes, interagissent avec la
phase stationnaire alors que les solutés sous forme ionisés, qui sont hydrophiles, ont une trés
faible rétention. Pour 1’analyse des acides carboxyliques a chaines courtes et trés polaires
(acides oxalique, glycolique, glyoxylique, acétique, formique) une phase mobile entiérement
aqueuse, donc tres polaire, est utilisée. L’ajout de méthanol ou d’acétonitrile diminue la
polarité. Dans notre cas, 1’¢éluant peut étre composé d’un ou deux solvants de composition fixe
(mode isocratique) ou de composition variable (mode par gradient). Le gradient peut servir
pour I’analyse dans un méme échantillon de composés plus ou moins polaires en modifiant la

polarité de I’¢luant.

D. Résultats et discussion
Dans un premier temps, ’analyse par recul d’ionisation va étre étudiée.
D.1 Acidification ou recul d’ionisation

L’¢équilibre chimique secondaire mis en jeu dans la phase mobile est un équilibre
d’ionisation (pour rappel : AH+H,0 2@ A+ H30"). Le principe de cette technique
consiste a faire en sorte que l’espéce chromatographiée soit unique et sous sa forme
moléculaire plus hydrophobe que sa forme ionique pour les acides. Ainsi leur rétention et leur
s¢lectivité sont augmentées. Le pH de la phase mobile permettra de « reculer » I’ionisation.
Pour supprimer I’ionisation d’un acide, il faut avoir un pH = pKa — 2. Dans notre cas, I’acide
phosphorique (H3POy) sera utilisé pour effectuer ce recul d’ionisation et des phases mobiles a

différents pH seront testées (de 1,7 a 3) pour voir I’effet sur la rétention. Les masses en acide
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phosphorique concentré a 85% v/v pour obtenir différentes valeurs de pH ont été calculées. Le

détail des calculs est donné en annexe 11 et les valeurs sont données en annexe 12.
D.1.1 Analyses sur la colonne Pyramid
D.1.1.1 Optimisation de la séparation

Une phase mobile 100% aqueuse a un pH de 2 sera tout d’abord testée, et 1’ordre
d’¢lution et les résolutions seront discutées. Le pH de la phase mobile sera modifié si les

résultats ne sont pas concluants.

Phase mobile a un pH de 2 en H;PO,
Les temps et facteurs de rétention des différents acides sont donnés dans le Tableau XI.
Le temps mort est égal a 3,7 min.

Tableau XI : RP-LC, Colonne Pyramid, pH = 2,

Données chromatographiques

Acides organiques pKa Log(P)  tg, min Kk
2 acide glyoxylique 3,3 -0,93 4 0,08
4 acide glycolique 3,8 -1,11 45 0,22
5 acide formique 3,75 -0,54 4,7 0,27
1 acide oxalique 1,23 -0,7 4.8 0,29
6 acide acétique 4,75 -0,31 6,5 0,76
3 acide succinique 4,2 -0,59 9.4 1,5
7 acide propionique 4,87 0,33 13,5 2,7
8 acide butyrique 4,81 0,79 63,9 16,3
9 acide isobutyrique 4,77 0,88 66,5 17
10 acide valérique 4,82 1,39 >120 >3]
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Comme nous avons vu que 1’ordre d’¢élution dépendait de la polarité de la molécule (log(P)),
nous allons nous aider de la courbe de la polarité en fonction du logarithme du facteur de

rétention sur la Fig.26.
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Fig.26 : RP-LC, Colonne Pyramid, pH = 2, log(k) = f(log(P))

On observe une relation linéaire entre le log(k) et le log(P) pour les acides monocarboxyliques,
excepté pour les trois premiers acides. Les acides glycolique (4), formique (5) et plus
particulierement I’acide glyoxylique (2) ne sont pas enti¢rement sous leur forme moléculaire a
un pH de 2 et sont donc un peu plus hydrophiles. Ils sont donc moins retenus par la phase
stationnaire et n’¢luent pas suivant la polarité. En abaissant le pH, I’ordre devrait étre rétabli.
Les acides formique (5) et oxalique (1) coéluent a un tel pH. De plus, 1’acide formique est le
seul acide a présenter une trainée de pic provenant sans doute de sa structure chimique. Afin
de I’intégrer correctement, il faudra attendre son retour a la ligne de base.

L’acide oxalique (1) est partiellement ionis€ a un tel pH et son facteur de rétention n’est donc
pas représentatif. Il peut varier en fonction de I’acidité de la phase mobile.

Les acides butyrique (8) et isobutyrique (9) possedent un facteur de rétention supérieur a 15 et
une résolution de 1,4. Ils éluent a un temps proche de 65 min, plus long qu’en exclusion
ionique (22 min). Nous allons essayer un gradient par la suite pour diminuer la rétention.
L’acide valérique (10) est fortement retenu.

L’acide succinique (3) est essentiellement sous sa forme moléculaire. Il ¢lue entre 1’acide
acétique (6) et propionique (7). Sa polarité est bien inférieure a celle des acides aliphatiques

en Cg, son €lution est donc plus rapide.
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Effet du pH sur la rétention

La rétention pour les acides les plus polaires va tout d’abord étre étudiée (acide
glyoxylique, glycolique, formique, oxalique, acétique et succinique) et dans un deuxi¢éme
temps, 1’¢lution des autres acides sera analysée (acides propionique, butyrique, isobutyrique et
valérique). Pour étudier I’effet du pH sur la rétention, nous allons nous aider de la Fig.27

représentant le logarithme du facteur de rétention en fonction du pH de la phase mobile.
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Fig.27 : RP-LC, Colonne Pyramid, log(k) = f(pH)

Dans la gamme de pH étudié, plus le pH augmente, plus la rétention augmente,
excepté pour les acides acétique et succinique. Ce résultat nous montre que la séparation ne
dépend pas seulement d'interactions hydrophobes entre 1'analyte et la phase stationnaire mais
qu'un autre type d'interaction intervient pour cette séparation. Sur cette phase stationnaire, le
groupe fonctionnel utilisé pour le « end-capping » polaire est un hydroxyle provenant d’un
alcool. Du fait de la polarisation, ces groupements —OH vont interagir avec d’autres molécules
polarisées ou avec des ions. Selon le degré d’ionisation des acides carboxyliques aux pH
¢tudiés, les groupements carboxyliques vont interagir avec le groupement -OH et modifier la
rétention [Arnaud, 1993].

A un pH de 2,8, les pics des acides ne sont pas symétriques mais les composés sont bien
retenus par la phase stationnaire. Les pics présentent une trainée en début de pic, et a des pH
supérieurs, le pic n’est plus gaussien et s’étale sur plusieurs minutes, excepté pour les acides
acétique et succinique qui ont des pKa plus élevés. Cela peut étre expliqué par le fait que les
interactions €lectrostatiques expliquées ci-dessus sont fortes et la concentration en A~ devient
plus importante a ces pH. A des pH inférieurs, les pics sont symétriques. Le facteur de

rétention varie plus pour la plupart des acides entre un pH de 2,5 et 2,8 qu’entre 2,0 et 2,5.
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Les deux acides possédant les pKa les moins ¢levés (oxalique et glyoxylique) ont leur facteur
de rétention qui varie le plus avec la variation de pH. Les interactions ion-dipdle expliquées

ci-dessus modifient la rétention.
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Chromatogramme des acides les plus polaires Chromatogramme

Nous avons vu qu’a un pH de 2, les acides oxalique et formique coéluaient. Le
chromatogramme est présenté sur la Fig.28. A un pH de 2,3 (Fig.29), I’acide oxalique ¢lue a
plus d’une minute de 1’acide formique mais comme le pic de ce dernier traine, I’acide
oxalique ¢lue dans cette trainée. L’intégration des deux pics est alors difficile, voire
impossible. A un pH de 2,5 (Fig.30), I’acide oxalique ¢lue beaucoup plus tard et aprés 1’acide

acétique. L ordre d’¢lution est modifié. Le pic asymétrique de 1’acide formique a le temps de
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retourner a la ligne de base avant I’intégration du pic suivant. Les pics chromatographiques
sont bien résolus a un pH de 2,5.

L’acide glyoxylique se trouve un peu plus ¢éloigné du temps mort de la colonne a un pH de 2,5
(k=0,18). Son intégration sera donc plus facile.

Les acides glycolique et formique, qui possedent des pKa équivalents, ont leurs rétentions

modifiées de la méme maniere par la variation de pH.

Une phase mobile a un pH de 2,5 semble donc satisfaisante pour la séparation de ces
acides. Cette phase mobile va maintenant étre testée les acides propionique, butyrique,
isobutyrique et valérique. Leur rétention est peu affectée par la modification de pH sans doute
parce qu’ils sont principalement sous leur forme moléculaire. Ils ont donc les mémes facteurs
de rétention qu’a un pH de 2. Afin d’¢luer les acides butyrique, isobutyrique et valérique plus
tot, nous allons augmenter le débit a 1 mL/min. D’aprés les courbes de Van Deemter
(annexe 10), une faible perte de plateaux est observée avec une telle modification. De plus, ce
débit est couramment utilis¢é pour des colonnes de telles géométries car c’est un bon
compromis entre vitesse d’analyse et efficacité. A un tel débit, la séparation des acides trés
polaires est toujours bonne. Le chromatogramme et les résolutions pour ces acides sont

donnés dans le Tableau XII et la Fig.31.

Tableau XII : RP-LC, Colonne Pyramid, Detecior & CR1210mm [ T w75
pH = 2,5, D = 1 mL/min, Résolutions 3

Ao Glyoxdiquera 19

Acides organiques Résolution - y
ide glyoxyli fi% 3
acide glyoxylique 14 : 3
acide glycolique 1,3 : i .
acide formique ; g 5 &
- " 39 ——=x— ¥ 3
acide acétique 4,3 Lt g %
acide oxalique " s [~ 8 s A
- o 43— . N i
acide succinique 6,6 g ‘ £ 2l :
Acide propionique 6.7 3 qﬁ. ;< lI | r;:
Acide butyrique ’ 1,2 . o \ [ \

Acide isobutyrique W/{d ,_W_J,‘J el k—j S I\J ll‘-m _.___,; DT,

Fig.31 : Colonne Pyramid, pH = 2,5, D=1mL/min,
Chromatogramme

Sur le chromatogramme, le pic a 7,23 min est une impureté. Les acides butyrique et
isobutyrique ont des facteurs de rétention pour un débit de 1 mL/min de 10,2 et 10,6. Méme
avec un tel débit, I’acide valérique a un facteur de rétention supérieur a 20. La résolution entre
I’acide propionique et butyrique étant élevée (Ry&= 6,7), un gradient a été testé pour éluer
I’acide butyrique, isobutyrique et valérique plus tot. Dés lors que 1’on ajoute un solvant

organique (méthanol ou acétonitrile) dans la phase mobile méme en faible quantité (5%), les
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acides isobutyrique et butyrique ne sont plus résolus correctement. Avec 1% d’acétonitrile, la
résolution entre 1’acide butyrique et isobutyrique est de 1 et est donc acceptable. Le gradient
utilisé est décrit dans le Tableau XIII.

Tableau XIII : RP-LC, Colonne Pyramid, pH = 2,5,
Programme du gradient

Solvant A Solvant B
pHSIP:O;: 5/ Acétonitrile
0 100% 0%
10 100% 0%
10,2 99% 1%
40 99% 1%
40,1 ARRET

Les temps de rétention pour les acides butyrique et isobutyrique avec une phase mobile
contenant 1 % d’acétonitrile sont de 22,1 min et 22,7 min. Apres I’élution de ces deux acides,
la concentration en acétonitrile peut étre augmentée pour éluer ’acide valérique plus
rapidement. Cependant, le temps d’analyse est un facteur important dans le développement
d’une méthode chromatographique et en chromatographie d’exclusion ionique, le temps
d’analyse est de 33 minutes pour 1’acide valérique. Aucune amélioration nette sur le temps
d’analyse ne pourra donc étre apportée puisque les temps de rétention de 1’acide valérique

seront voisins par les deux méthodes. L’¢lution de I’acide valérique n’a donc pas été testée.

Efficacité de la colonne

Le logiciel LC Solution nous donne pour les composés analysés un nombre de
plateaux réel de 11 000 & un débit de 0,7 mL/min et de 10 000 a un débit de 1 mL/min. Cette
valeur est sensiblement la méme que celle calculée a partir de la formule (10). Nous
prendrons par la suite les valeurs données par le logiciel. La différence entre la valeur
théorique et la valeur réelle peut provenir d’un vieillissement de la colonne ou de dispersions
externes a la colonne. Ces dispersions provoquent un élargissement des pics et donc une

diminution de N.

Conclusion sur la colonne Pyramid

Il est difficile d’étudier tous les acides choisis avec cette colonne dans un temps
d’analyse plus courts qu’en chromatographie d’exclusion ionique du fait de leur polarité
différente. Soit les composés ne sont pas résolus, soit le temps d’analyse est similaire a celui

obtenu en chromatographie d’exclusion ionique. Une autre solution pourrait étre de choisir
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une colonne plus petite en géométrie et en taille de particules afin de garder un nombre de
plateaux équivalents. Les temps seraient ainsi raccourcis mais les acides trés polaires
pourraient perdre en résolution. Cette colonne est donc adéquate pour 1’analyse des acides tres
polaires (jusqu’a I’acide propionique) puisque la méthode est plus rapide qu’en IEC. En effet,
en IEC, le temps de rétention de I’acide propionique est de 19,6 min et avec cette colonne, il
est de 12,5 min. L’étape suivante est alors la validation de la méthode d’analyse pour ces

acides.
D.1.1.2 Validation de la méthode pour les acides les plus polaires

Dans un premier temps, la répétabilit¢ et la linéarité de la méthode sera testée et

ensuite les limites de détection et de quantification seront calculées.
Répétabilité et linéarité
Comme pour la chromatographie d’exclusion ionique, nous calculons les CV, les

coefficients de corrélation et la statistique teye. Ces valeurs sont répertoriées dans le

Tableau XIV.
Tableau XIV : RP-LC, Colonne Pyramid, Répétabilité et linéarité

Répétabilité Linéarité

CV en % I’ Lealc
Acide glyoxylique 1 0,9998 490
Acide glycolique 1,8 0,9997 490
Acide formique 1,9 0,997 96
Acide acétique 1 0,9998 426
Acide oxalique 0,7 0,9998 394
Acide succinique 2 0,9992 197
Acide propionique 1,8 0,9996 218

La répétabilité peut étre déterminée par le coefficient de variation CV car le test de Cochran
indique que les variances sont homogeénes sur le domaine étudié¢. Les CV calculés sont
inférieurs ou égaux a 2%.

Les coefficients de corrélation sont bons, égal a 0,997 pour 1’acide formique et supérieur a
0,999 pour les autres.

La statistique tc,c est supérieure a la valeur de la table au risque de 1% (twpe = 2,76). Il y a
donc une relation linéaire entre les variables dans le domaine d’étalonnage choisi. L’acide
formique est le seul acide a présenter une trainée de pic et son intégration reste difficile
notamment la détermination de la fin du pic. La statistique tc, est la plus faible de toutes mais
reste supérieure a la valeur de la table. Le coefficient de corrélation est également acceptable,

I’acide formique peut €tre analysé par cette méthode.
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Limites de détection et quantification

Ces limites sont calculées comme dans I’annexe 6 et sont répertoriées dans le Tableau XV.

Tableau XV : RP-LC, Colonne Pyramid, Limites de détection et quantification

RP-LC IEC (rappel)
LOD (mg/L) LOQ (mg/L) | LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
Acide glyoxylique 0,5 1,6 0,8 2,5
Acide glycolique 0,3 1 0,5 1,5
Acide formique 1,5 5 0,2 0,7
Acide acétique 0,3 1,1 0,4 1,3
Acide oxalique 0,07 0,2 0,09 0,3
Acide succinique 0,7 2,4 0,5 1,6
Acide propionique 0,5 1,6 0,3 0,9

Ces limites sont sensiblement les mémes que pour la chromatographie d’exclusion ionique.
Seul I’acide formique, toujours a cause de cette trainée de pic posseéde des limites plus élevées.
Une deuxiéme colonne de RP-LC va étre testée afin de voir les différences et les

améliorations qu’elle peut apporter. Cette colonne est une colonne HDO, Interchim.
D.1.2 Analyses sur la colonne HDO

Une deuxieme colonne a été testée de la méme manicre et les résultats comparés. Cette

colonne est plus petite mais posséde le méme nombre de plateaux théoriques que la Pyramid.

Phase mobile a un pH de 2 en H;PO,

Les grandeurs de rétention et une représentation graphique de 1’élution sont données

dans le Tableau XVI et la Fig.32. Le temps mort est 1,7 min.

Tableau XVI : RP-LC, Colonne HDO, pH = 2, Données chromatographiques

Acides organiques pKa Log(P) tg, min k
2 acide glyoxylique 3,3 -0,93 1,83 0,08
1 acide oxalique 1,2 -0,7 1,92 0,13
4 acide glycolique 3,8 -1,11 1,95 0,15
5 acide formique 3,75 -0,54 1,99 0,17
6 acide acétique 4,75 -0,31 2.4 0,38
3 acide succinique 4,2 -0,59 2,8 0,66
7 acide propionique 4,87 0,33 3,6 1,12
9 acide butyrique 4,81 0,79 7,24 3,26
8 acide isobutyrique 4,77 0,38 7,26 3,27
10 acide valérique 4,82 1,39 20,2 10,9
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Fig.32 : RP-LC, Colonne HDO, pH = 2, log(k) = f(log(P))

Une relation linéaire entre le log(k) et le log(P) est observée, de la méme maniére que
sur la C;3 Pyramid. L’ordre d’¢lution est sensiblement le méme sauf que 1’acide oxalique (1)
¢lue entre les acides glyoxylique (2) et glycolique (4). 1l est partiellement dissocié, les
interactions avec la phase stationnaire doivent étre I€égérement moins fortes que sur la colonne
Pyramid et par conséquent, il est moins retenu. Les composés trés polaires sont moins bien
retenus que sur la colonne Pyramid et leurs pics ne sont pas résolus (Rs de 0,2 a 0,5). La
structure de la colonne HDO n’étant pas connue, il est difficile d’émettre des hypotheéses sur
I’ordre d’¢lution et la comparaison avec la colonne Pyramid.
Les acides acétique (6), succinique (3) et propionique (7) sont bien séparés avec cette colonne,
alors que les acides butyrique (9) et isobutyrique (8) coéluent.
L’acide valérique €lue avec un facteur de rétention de 10, un gradient n’est pas nécessaire

pour son analyse.

La séparation reste trés mauvaise pour la majorit¢ des acides, I'impact de la
modification du pH de la phase mobile va étre étudié.
Effet du pH sur la rétention

Afin d’améliorer la séparation et voir I’évolution de la rétention des différentes acides ,
des phases mobiles a différents pH ont été préparées de la méme maniére que pour la colonne

Pyramid et a partir d’acide phosphorique concentré a 85% v/v.
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Trois différents pH de phase mobile ont été testés et les résultats sont présentés dans la

Fig.33.
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Fig.33 : Colonne HDO, log(k) = f(pH)

Sur la gamme de pH étudié (1,7 a 2,9), nous n’observons aucune amélioration quant a
la résolution des 4 premiers composés.
Nous observons la méme tendance que sur la colonne Pyramid a un pH de 2,9 pour les acides
glyoxylique, oxalique, glycolique et formique a savoir une augmentation nette du facteur de
rétention et une trainée en début de pic.
L’acide oxalique, et dans une moindre mesure, les acides glyoxylique et glycolique, sont les
plus sensibles a la variation de pH, leurs pKa étant les plus petits. Cette variation est
légérement moins importante que sur la colonne Pyramid.
Tous les autres acides ont leur facteur de rétention stable entre 1,7 et 2,4.
La séparation n’est toujours pas satisfaisante. Des tests ont été réalisés sur une colonne HDO
de méme géométrie que la Pyramid pour augmenter les interactions entre la phase stationnaire
et les solutés, la colonne étant plus grande (L = 250mm, ID = 4,6 mm). Ces tests se sont
avérés non concluants pour la séparation des acides les plus polaires ainsi que pour la
séparation de 1’acide butyrique et isobutyrique. Cette colonne n’est donc pas adaptée a la

majeure partie de nos applications.
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Compte tenu de cette conclusion, aucune étude statistique n’a été réalisée sur cette colonne.
Cette colonne va étre utilisée par la suite pour la chromatographie d’appariement d’ions

(paragraphe D.3).

D.2 Ajout d’un tampon phosphate

Un tampon permet de stabiliser le pH d’une solution. En effet, une variation de
température peut provoquer une variation de pH si le milieu n’est pas tamponné. Or, une
petite variation de pH peut provoquer de grandes variations de rétention. Lorsque le composé
est ionisable, il est nécessaire de tamponner les solutions afin de fixer les proportions de
chacune des formes en équilibre (forme neutre/forme ionisée). Le tampon fixe le pH de la
solution mais également fixe la force ionique de celle-ci. L’effet et le pouvoir tampon sont
décrits en détail en annexe 13. D’apres la définition donnée en annexe 13, le terme milieu
tamponné n’est pas tout a fait exact dans ce cas-1a puisque le pH varie en fonction de la

concentration initiale d’acide. Cependant, par abus de langage, on admet cette dénomination.

L’acide phosphorique seul étant un acide faible, il n’est pas considéré comme un
tampon. Pour préparer une solution tampon a un pH proche de nos pH de travail (entre 1,8 et
2,5), un acide possédant un pKa proche de ces pH doit étre choisi auquel un sel de la base
conjuguée est ajouté. L’acide phosphorique est un acide faible possédant 3 pKa dont le
premier a 2,2. Les couples acide/base pour 1’acide phosphorique ainsi que leur pKa sont

donnés dans la Fig.34.

H,;PO,/ H,PO,* H,PO, / HPO,* HPO,> / PO,*

22 72 12,3

\ 4

Fig.34 : Couples acide/base et leurs pKa pour 1’acide phosphorique

Un sel correspondant a la base conjuguée a donc été choisi pour le pKa de 2,2, le sodium
phosphate monobasique NaH;PO4. Le potassium phosphate monobasique aurait également pu
étre utilisé.

La séparation des acides avec différentes concentrations en tampon phosphate (25 mmol/L,
50 mmol/L et 100 mmol/L) et a des pH différents (1,9, 2,4 et 3) a été testée sur les deux

colonnes. Pour de telles concentrations en tampon phosphate et pour obtenir différents pH
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compris entre 1,8 et 2,5, la masse en acide phosphorique concentré a 85% v/v, a ajouter a été
calculée. Le détail des calculs est donné en annexe 14 et les valeurs sont données en
annexe 12.

Sur la colonne Pyramid, les facteurs de rétention ne sont pas beaucoup modifiés mais assez
pour diminuer la résolution entre certains pics et ainsi dégrader la séparation des composés
trés polaires.

Aucune amélioration n’a été apportée avec un tampon pour la séparation de ces acides sur la

colonne HDO.
D.3 Appariement d’ions

La séparation avec la colonne HDO pour les acides glyoxylique, oxalique, glycolique
et formique des acides reste impossible. Sur cette colonne, les acides butyrique et isobutyrique
co¢luent. La chromatographie par appariement d’ions va donc étre testée sur cette colonne

pour améliorer cette séparation.

En chromatographie d’appariement d’ions, des cations ou anions hydrophobes (contre-
ions) sont ajoutés en petites quantités a la phase mobile. L’appariement d’ions consiste en une
association d’ions entre le soluté sous sa forme ionisée et le contre-ion (CI) de charge opposée.

Pour I’acide formique par exemple, nous aurons :

HCOO +CI' == HCOOCI (16)

Les CI sont généralement de grosses molécules organiques constituées par une chaine alkyle
lipophile plus ou moins longue et un groupement ionisé¢ basique fort hydrophile (molécule
amphilique). Ils doivent étre introduits dans la phase mobile a une concentration inférieure a
leur concentration micellaire critique (cmc). En effet, pour une longueur de chaine supérieure
ou égale a 8 CHy, le CI possede des propriétés tensioactives et au-dela de la cmc, les
molécules de CI s’associent en micelles. L’annexe 15 décrit en détail la mise en solution d’un

tensioactif et ses caractéristiques.

Le CI va interagir fortement avec la chaine
lon Pair Reagent

alkyle de la phase stationnaire (Fig.35) et WW% NTR
former une couche échangeuse d’ion sur la Silica Support C-18 Chain Length®  Analyte

surface. Les CI vont étre adsorbés sur la

Fig.35 : RP-LC, Principe de ’appariement
surface externe de la phase stationnaire. d’ions [Registech, 2008]
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La rétention est dans ce cas influencée par le type et la concentration du CI, la force ionique,
le pH de la phase mobile et la concentration et le type de solvants organiques utilisés dans la
phase mobile.

Le dodécyltriéthylammonium phosphate a été choisi afin d’avoir une grande chaine alkyle et
un maximum de rétention avec les solutés ionisés. Sa concentration micellaire critique est de
16 mmol/L. La phase mobile est composée par un mélange de NaH,PO,4 et de Na,HPO,4 a
10 mmol/L. La colonne HDO doit étre utilisée a un pH compris entre 1,5 et 7, ¢’est pourquoi
le pH de travail est fixé a 6,5. Les concentrations en chacun de deux sels pour obtenir un pH
de 6,5 ont été calculées. Le détail des calculs est donné en annexe 16 et les valeurs sont
données en annexe 12. Le temps nécessaire pour équilibrer le systeme est long par rapport a la
chromatographie de phase inverse classique, égal a environ 30 fois le volume mort de la

colonne au lieu de 5 a 10 en RP-LC classique.

Reésultats et discussions

Dans un premier temps, nous allons préparer un ¢éluant a pH = 6,5 contenant 10 mmol/L d’un
mélange de NaH,PO, et de Na,HPO,4 et 1 mmol/L de CI. Les temps et facteurs de rétention
obtenus sont donnés dans le Tableau XVII. Afin de se rendre compte des interactions et de la
différence d’¢lution entre les différents acides, les analyses ont été effectuées jusqu’a

1I’¢lution de I’acide, méme si le facteur de rétention est trés élevé pour certains.

Tableau XVII : Colonne HDO, Appariement d’ions,

Données chromatographiques

pKa log(P) tg, €N min k
2 Acide glyoxylique 33 -0,93 8,7 4,5
4 Acide glycolique 3,8 -1,11 8,8 4,5
6 Acide acétique 4,75 -0,31 11,03 5,9
5 Acide formique 3,75 -0,54 11,74 6,3
7  Acide propionique 4,87 0,33 243 14
8 Acide isobutyrique 4,77 0,88 55,6 34
9 Acide butyrique 4,81 0,79 56,7 34
3 Acide succinique 4,16 -0,59 127 78
1 Acide oxalique 1,2 -0,7 174 108
10 Acide valérique 4,82 1,39 194 120

Nous remarquons que 1’acide glyoxylique est le premier a €luer et que son facteur de rétention
est important pour un premier composé. Les interactions avec la phase stationnaire sont

importantes. Pour les acides monocarboxyliques, les composés les plus polaires ¢luent en
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premier (acides glyoxylique (2) et glycolique (4)). Ils ne sont pas résolus (résolution proche
de 0) et forment un seul et méme pic.

Les acides gras volatils (acides acétique, propionique, butyrique, isobutyrique et valérique)
¢luent en fonction de la longueur de la chaine alkyle. Ces chaines alkyles ont des interactions
hydrophobes plus ou moins importantes avec les chaines carbonées des CI et des greffons Cjs.
Les acides formique (5) et acétique (6) ainsi que les acides butyrique (9) et isobutyrique (8)
voient leur ordre inversé par rapport a la RP-LC.

Les acides dicarboxyliques ¢luent différemment qu’en RP-LC, en raison de leur double
charge. Leur rétention est moins importante que celle de 1’acide valérique. L’acide oxalique (1)
¢lue apres 1’acide succinique (5). Au pH de la phase mobile, la concentration en acide
oxalique dissocié est plus importante que celle de 1’acide succinique. Si 1’acide oxalique est

plus dissocié, il aura plus d’interaction avec les CI et la rétention sera plus grande.

Deux autres concentrations en CI ont été testées : 5 et 10 mmol/L. Une trés 1égere
amélioration a été apportée quant a la résolution entre les acides glyoxylique et glycolique
(Rs= 0,3) pour une concentration de 10 mmol/L. Cependant, cette résolution n’est pas
satisfaisante. Un changement de phase stationnaire ou de CI pourrait donner de meilleurs
résultats pour cette séparation. Les composés possédant un facteur de rétention élevé peuvent
¢luer plus tot en réalisant un gradient d’élution avec de ’acétonitrile par exemple. Les
résultats obtenus n’étant pas concluants avec cette phase stationnaire et ce CI, I’étude n’a pas

¢été approfondie.

E. Conclusion sur le chromatographie de phase inversée

Deux colonnes de RP-LC ont été testées : la colonne Pyramid, Macherey-Nagel,
possédant un « end-capping » polaire avec un alcool et la colonne HDO, Interchim, adaptée
pour I’analyse d’acides organiques mais sa structure n’est pas connue.

Concernant la colonne Pyramid, la séparation de tous les acides peut étre réalisée par
recul d’ionisation a un pH de la phase mobile de 2,5 et en réalisant un gradient pour 1’élution
des acides butyrique, isobutyrique et valérique. Par rapport a la chromatographie d’exclusion
ionique, le temps d’analyse de tous ces acides du plus polaire (acide glyoxylique) au moins
polaire (acide valérique) n’est pas amélioré. Cependant, il est amélioré pour la séparation des
acides les plus polaires a savoir I’acide glyoxylique, glycolique, formique, acétique, oxalique,

succinique et propionique. La plupart de ces acides sont formés lors des études en
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photocatalyse, cette colonne semble donc adaptée pour ce type d’études. De plus, les limites
de détection et quantification obtenues en IEC et avec cette colonne sont semblables. Le seul
inconvénient est 1’utilisation d’une phase mobile non tamponnée car elle est composée
seulement d’acide phosphorique. Afin de voir comment le pH d’une solution tamponnée et
non tamponnée évoluait au cours du temps, une solution non tamponnée d’acide phosphorique
a un pH de 2,5 et une solution tamponnée d’acide phosphorique contenant 25 mmol/L de
NaH,PO4 également a un pH de 2,5 ont été préparées. Le pH de ces solutions a été mesuré
pendant deux semaines. Il est resté stable a la valeur de 2,5 dans les deux flacons. L’¢luant en
RP-LC est renouvelé régulierement et plus d’une fois par semaine. Un €luant comportant
seulement de 1’acide phosphorique a un pH de 2,5 n’aura donc pas le temps d’étre modifié et
les temps de rétention resteront stables.

Concernant la colonne HDO, la séparation par recul d’ionisation n’est pas bonne pour
les acides glyoxylique, glycolique, formique et oxalique et la résolution trés mauvaise entre
les pics des acides butyrique et isobutyrique. Aucune amélioration n’a été apportée a cette
séparation en ajoutant un tampon phosphate a la phase mobile. La chromatographie par
appariement d’ions a également été testée sur cette colonne afin de modifier le type
d’interactions entre la phase stationnaire et le soluté et améliorer la séparation. Les acides
glyoxylique et glycolique éluent en premier et n’ont pas pu étre séparés correctement. Les
facteurs de rétention des acides gras volatiles (excepté ’acide acétique) et celui des diacides
sont ¢levés. Un gradient d’¢lution avec de I’acétonitrile par exemple pourrait les €éluer plus tot.
Cependant, compte tenu de ces résultats, 1’étude n’a pas été approfondie et la colonne HDO
n’est finalement pas adaptée pour I’analyse de tous les acides étudiés.

La séparation de ces acides va maintenant étre étudiée par chromatographie en phase gazeuse.
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Partie V :

La chromatographie en phase gazeuse (GC)
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A. Appareillage

La GC utilisée est une GC Shimadzu, modele 2010. Elle est composée de :
- un passeur d’échantillon,
- un injecteur avec division de flux ou split,
- un four a I'intérieur duquel est placée la colonne,

- un détecteur a ionisation de flamme (FID).

L’injecteur permet la vaporisation de I’échantillon avant son introduction dans une colonne
capillaire. Il est nécessaire d’injecter rapidement de trés faibles quantités d’échantillon afin de
réduire la dispersion externe des colonnes. Pour cela, nous allons travailler avec une injection
avec division de flux ou en mode split dont le principe est expliqué en annexe 17. Ce type
d’injection permet de diminuer la quantité injectée selon la valeur du rapport de division ou
split ratio. Ce rapport peut varier entre 20 et 500 selon la nature et la concentration des
mélanges a analyser.

L’étalon interne est 1’acide 2-éthylbutyrique. Il est trés utilisé dans la bibliographie pour
I’analyse de acides gras volatils de part sa structure chimique et son point d’ébullition proches
de ces acides.

La détection est réalisée par un détecteur a ionisation de flamme, son principe est expliqué en

annexe 4. Les débits d’hydrogene et d’air sont de 40 mL/min et 400 mL/min respectivement.

B. La phase mobile ou gaz vecteur

La nature du gaz vecteur (hélium, diazote ou hydrogeéne) importe peu sur les valeurs de
rétention. Les interactions entre celui-ci et le soluté sont tres faibles. Cependant, la viscosité et
la vitesse de ce gaz ont un effet important sur les qualités de séparation.

Nous avons vu que ’efficacité d’une colonne, sa HEPT, était égale a :

HEPT =L/ N (avec N le nombre de plateaux et L, la longueur de la colonne).

70 /131



12 4T 304 |
; —= G i
10 1 @ 25 He -
- -
081" o e
y =204 7 N,
0,6 4 @ |-~
wm
0.4 4 8 15+ H,
>
0 J
2 101 I (°C)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 100 200 300
vitesse linéaire moyenne (cm/s) variation de la viscosité des trois gaz
Fig.36 : Courbes de Van Deemter Fig.37 : Viscosité de 3 gaz en fonction de la
[Rouessac, 2009] température [Rouessac, 2009]

Les courbes de Van Deemter (Fig.36) représentent la hauteur équivalente a un plateau
théorique (HEPT) en fonction de la vitesse linéaire moyenne du gaz vecteur en cm/s. Pour
avoir un nombre de plateaux (N) important, il faut avoir une HEPT la plus petite possible et
donc se placer au minimum de la courbe. Nous remarquons que la vitesse optimale pour le
diazote est inférieure a celle de I’hélium ou de ’hydrogéne pour une efficacité équivalente. 11
en résulte des temps d’analyse plus longs. Pour effectuer les analyses rapidement sans perte
de résolution des pics, il est souhaitable d’avoir une courbe de faible pente aprés I’optimum.
Nous remarquons que la pente pour 1’azote est plus importante que pour I’hélium ou
I’hydrogene. La vitesse linéaire pour le diazote devra donc rester proche de cet optimum.
Dans notre cas, une vitesse de 20 cm/s a été choisie. Cette valeur est un compromis afin
d’allier des analyses un peu plus rapides qu’au minimum de la courbe et une perte de
performances moindre.

La viscosité du gaz est ¢galement modifiée avec la température (Fig.37). Une augmentation
de la température provoque une augmentation de la viscosité et de la perte de charge. Dans
nos analyses, nous travaillerons en vitesse linéaire constante. La pression en téte de colonne
est corrigée tout au long de I’analyse avec la variation de température afin de garder une

efficacité optimale. Les analyses seront plus rapides et les colonnes un peu plus préservées.

C. Les colonnes

Les colonnes capillaires en GC offrent une trés bonne efficacité, une rapidité d’analyse,
une absence d’adsorption, une bonne sensibilité et une bonne reproductibilité. Ce sont des

tubes vides, le plus souvent en silice fondue, a I’intérieur desquels un film homogene et stable
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de phase stationnaire est déposé par imprégnation (évaporation de solvants) ou greffée par des
liaisons covalentes suivie d’une polymérisation avec la paroi. Les diamétres internes sont
généralement de 0,25 ou 0,32 mm et leur longueur est comprise entre 10 et 50 m. L’épaisseur
du film la plus couramment rencontrée varie entre 0,2 et 0,5 pm. Ce film est le plus souvent
une phase stationnaire liquide non-volatile, inerte chimiquement et stable thermiquement telle
qu’une huile, un bas polymére ou un plastifiant. Différentes polarités de phases stationnaires
ont été développées pour 1’analyse d’une grande variété de composés. Les composés polaires
seront analysés sur des phases polaires. Les colonnes de type Carbowax ou FFAP a base de
polyéthyléne glycol, polymére polaire, sont les plus appropriées pour obtenir une bonne
sélectivité des composés polaires. La structure des phases stationnaires de ces colonnes est

présentée dans les Fig.38 et Fig.39.

‘ | 0 0
- I "
O-CHCH; HOOC C~EO—CHQCHZ o-C COOH
n n

Fig.38 : Structure des colonnes Fig.39 : Structure des colonnes FFAP
Carbowax [BGB, 2007] [BGB, 2007]

Le type de colonne Carbowax est préparé par condensation d’oxyde d’éthyléne en utilisant
des hydroxydes alcalins comme catalyseurs. Le FFAP est le produit de réaction du PEG avec
I’acide 2-nitrotéréphtalique [Rotzsche, 1991].

Il est a noter que des traces d’oxygene ou d’eau ont des effets néfastes sur la plupart des
phases des colonnes GC, notamment une dégradation plus rapide de cette phase stationnaire.
Une étape d’extraction (changement de solvant) peut préserver la colonne plus longtemps.
L’injection d’eau en GC nécessite I’emploi de phase stationnaire spécifique possédant une
résistance chimique a 1’eau acceptable [Morin, 2007]. Certaines colonnes ont été développées
et permettent I’analyse de différents composés dans I’eau mais leurs durées de vie en sont tout
de méme écourtées (FFAP, RTX-200, Carbowax). De plus, I’eau est I’un des solvants les plus
difficiles a injecter en GC. Son point d’ébullition est élevé, et pour un méme volume de
solvant injecté, le volume d’eau vaporisé est plus important a cause de sa masse molaire. De
plus, I’eau ayant une tension superficielle ygrélevée par rapport a d’autres solvants, sa
condensation dans la porosité de la phase stationnaire est favorisée, rendant sa surface moins
adsorbante pour les composés a analyser. Il en résulte un élargissement des pics lors de
I’analyse [Grob, 1989].

La colonne utilisée est une colonne ZB-FFAP de marque Phenomenex. Sa longueur L est

de 30 m, son diamétre interne, ID, est de 0,32 mm et 1’épaisseur de film, df, est de 0,25 pm.
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Les acides vont étre analysés soit directement dans leur phase aqueuse, soit aprés une

extraction sur phase solide afin d’avoir les acides dans un solvant organique.

D. Résultats et discussions

D.1 Réponse des acides en GC-FID

En GC-FID, les composés d’une méme famille, ici les acides organiques, ¢éluent
suivant leur température d’ébullition en étant retenus par la phase stationnaire de la colonne.

Les températures d’ébullition des acides étudiés sont données dans le Tableau XVIII.

Tableau XVIII : GC, Propriétés physiques des acides étudiés

Température Masse
Formule d'ébullition molaire pKa

(°C) (g/mol)
acide glycolique HO-CH,-COOH 100 76 3,83
acide formique H-COOH 101 46,03 3,77
acide glyoxylique 0=CH-COOH 111 74 3,3
acide acétique CH;-COOH 118 60,05 4,76
acide propionique CH;-CH,-COOH 141 74,08 4,87
acide butyrique CHj;-(CH,), -COOH 164 88,11 4,83
acide isobutyrique (CH3;),-CH-COOH 152 88,11 4,84
acide valérique CH;-(CH,); -COOH 186 102,13 4,84
acide 2-éthylbutyrique (C,Hs),-CH-COOH 193 116,2 4,8
acide oxalique COOH-COOH - 90,03 i’i;
. .. 4,16
acide succinique COOH-(CH,),-COOH 235 118,09 561

Les acides glycolique, formique et glyoxylique ne sont pas détectés dans les conditions
d’analyse en partie a cause du solvant (I’eau) dans lequel ils se trouvent. Une dérivation ou un
changement de solvant qui se vaporise plus bas en température (un alcool par exemple)
devrait permettre leur analyse. De plus, un détecteur FID répond principalement suivant le
nombre de carbone dans la molécule. L’acide formique possede un seul carbone ne sera de
toute facon pas analysable par GC-FID, sa réponse étant trop faible.

Les acides gras volatils (acétique, propionique, butyrique, isobutyrique et valérique) ont des
températures d’ébullition qui permettent leur analyse directe par GC-FID. L’étalon interne,
I’acide 2-éthylbutyrique est également parfaitement analysable et ne devrait pas coéluer avec
un autre acide puisque sa température d’ébullition est différente et bien distincte.

Les diacides (oxalique et succinique) possédent des températures d’¢ébullition trop élevées

pour une analyse directe. L’acide oxalique posséde une température de fusion de 190°C,
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température a laquelle il se décompose. Leur analyse par GC impose donc de passer par une

¢tape de dérivation afin de les rendre volatils.

Compte tenu de ces informations, nous allons travailler sur I’analyse des acides gras
volatils. Leur analyse par chromatographie en phase gazeuse est d’ailleurs la plus répandue
dans la bibliographie du fait de ces propriétés. Nous allons dans un premier temps optimiser
les analyses sur la colonne FFAP. Ensuite les méthodes d’analyse par les différents tests
statistiques seront validées.

Une extraction sur phase solide (SPE) de ces acides sera effectuée. Cette extraction a pour but

de changer la matrice d’analyse (alcool) et de concentrer I’échantillon. Nous calculerons les

rendements d’extraction.
D.2 Optimisation de la séparation

Afin d’optimiser la séparation, nous travaillons sur une solution aqueuse contenant les 5
acides gras volatils a 80 mg/L et 1’étalon interne a une concentration de 40 mg/L. Pour rappel,

la colonne est une colonne ZB-FFAP (L =30 m, ID = 0,32 mm et df =0,25 pum).

D.2.1 Conditions de séparation

Pour les analyses, la température de I’injecteur est de 250°C, la température du
détecteur de 300°C et le rapport de split est de 20. La température du four est maintenue a
70°C pendant 2 minutes, puis augmente avec une rampe de 10°C/min jusqu’a 200°C. Cette
température est maintenue pendant 3 minutes avant un retour aux conditions initiales. Un

chromatogramme des acides étudiés est donné sur la Fig.40.
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11,9/ Butyrique
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Fig.40 : GC, Colonne ZB-FFAP,
Chromatogramme des acides gras volatils
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D.2.2 Influence du pH

L’échantillon analysé¢ présente un pH de 4. Il a ¢été injecté directement ou en
I’acidifiant a un pH de 1,9. Pour cela, I’échantillon a ét¢ mélangé a une solution d’acide
phosphorique a 0,25 mol/L (75:25). La réponse en aire est supérieure de 25% pour
1’échantillon acidifié¢ du fait qu’ils se trouvent sous leur forme moléculaire et ils interagissent
plus facilement avec la phase stationnaire polaire. Nous avons vu que dans le cas contraire, ils
se trouvent sous forme ionique, ne sont pas volatils et restent sous forme de sels dans le port
d’injection [Morin, 2007]. Les répétabilités pour les deux échantillons sont inférieures a 2%.

Nous acidifierons donc les échantillons dans la suite de I’étude.
D.2.3 Données chromatographiques et qualité¢ de séparation

Les données chromatographiques sont répertoriées dans le Tableau XIX. Le temps

mort est €gal a 3,3 min et a ét€¢ mesuré en injectant un solvant apolaire, le cyclohexane.

Tableau XIX : GC, Colonne ZB-FFAP, Données chromatographiques

tr, Min k Aire Résolution
acide acétique 97 19 23286 A 138
acide propionique 10,8 2,3 38314 39 ’
acide isobutyrique 11,1 2.4 46 860 ’ 10.3
acide butyrique 11,9 2,6 48 519 168 ’
acide valérique 13,2 3 51 706 26
acide 2-¢thylbutyrique 134 3.1 28628 A O

La rétention des composés étudiés est effectuée par des liaisons hydrogénes avec la phase
stationnaire. Les pics obtenus sont larges et symétriques (Fig.40). La largeur des pics provient
des interactions entre la phase stationnaire et les solutés mais également de la matrice aqueuse.
L’aire des pics augmente avec la longueur de la chaine alkyle. Ainsi, ’aire de I’acide
valérique est 2,2 fois supérieure a celle de 1’acide acétique. L’analyse n’est pas trés longue,

les facteurs de rétention sont inférieurs a 3. Les résolutions entre les pics sont bonnes.
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D’apres la Fig.4l, il existe une relation lin€aire pour les acides gras volatils a chaine
aliphatique entre le logarithme du facteur de rétention et le nombre de carbone. Cette droite
permet d’estimer le facteur de rétention d’acides gras volatils de méme structure. Les acides
ramifiés (isobutyrique et 2-éthylbutyrique) ne se situent pas sur cette droite car ils ne sont pas

de la méme famille.

A

y=0.065x + 0.1129
2 Acide 2-éthylbutyrique
R*=0,9991
0.4

log(k)

Acide isobutyrique

03

0.2 T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
Nombre de C

Fig.41 : GC, Colonne ZB-FFAP, log(k) = f(nombre de carbone)

Cette méthode permet donc 1’analyse de ces acides par GC-FID. Nous allons maintenant voir

si cette méthode peut étre validée.
D.3 Validation de la méthode

Pour valider la méthode, nous préparons 6 solutions d’acides gras volatiles a 2, 4, 8§,
20, 50 et 100 mg/L contenant chacune 40 mg/L d’étalon interne.
Les données permettant de déterminer si la méthode est linéaire et répétable, ainsi que les
limites de détection et quantification sont données dans le Tableau XX.

Tableau XX : GC, Colonne ZB-FFAP,
Données statistiques pour la validation de la méthode

Répétabilité Linéarité
CV, % 12 teale LOD (mg/L) LOQ (mg/L)
acide acétique 0,8 0,9999 441 0,3 0,9
acide propionique 0,5 0,9999 496 0,2 0,8
acide butyrique 0,5 0,99995 884 0,1 0,4
acide isobutyrique 0,5 0,99996 791 0,1 0,5
acide valérique 0,4 0,9999 717 0,2 0,5
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Le coefficient de variation peut €tre calculé car les variances de répétabilité sont homogenes
sur le domaine étudié. Ces coefficients sont inférieurs a 1%, indiquant une bonne répétabilité
des mesures sur ce domaine.

Les coefficients de corrélation lin€aire sont treés proches de 1 et sont donc bons. La statistique
tealc €St supérieure a la valeur de la table avec un risque de 1% indiquant que la méthode est
linéaire sur le domaine étudié.

Les limites de détection et quantification sont plus faibles qu’en chromatographie d’exclusion
ionique ou chromatographie en phase inverse pour les acides butyrique, isobutyrique et
valérique. Pour les deux autres, elles sont équivalentes. Pour la GC, une limite plus élevée est
observée pour I’acide acétique. Ce résultat est normal car sa réponse en FID est la plus faible.
Cependant, ces limites sont calculées a partir d’échantillons composés uniquement de
standard donc propres. Elles auront tendance a augmenter suivant la matrice dans laquelle on

analyse (boue de station d’épuration par exemple).
D.4 Extraction sur phase solide (SPE)

B. Jurado et al. (2010) ont test¢ différentes phases solides polymériques pour
I’extraction d’acides carboxyliques en phase aqueuse. Ils obtiennent les meilleurs résultats
avec 1’adsorbant LiChrolut EN de chez Merck pour les petits acides gras volatils (C, a C»).
J’ai donc choisi de tester cet adsorbant SPE composé d’un copolymére de polystyréne-
divinylbenzéne (PS/DVB). Ce polymere est le méme que celui utilis€ pour la
chromatographie d’exclusion ionique sauf qu’il n’est pas greff¢ avec des groupements
sulfoniques. Nous avons vu dans cette partie que les acides gras volatils ont des interactions
hydrophobes avec les noyaux aromatiques de la résine, ce qui leur procure une rétention plus
grande.

L’adsorbant SPE est de dénomination HR-P commercialis¢ par Macherey-Nagel. L’équipe ne
disposant de dispositif SPE composé de chambres a vide pour le traitement des échantillons
dans des cartouches SPE, le systéme « chromafix » s’adaptant sur des seringues va étre utilisé.
La quantité d’adsorbant est de 330 mg. Le volume mouillable minimum est de 0,8 mL.

B. Jurado et al. acidifient leur échantillon de 50 mL a un pH de 1,3 afin d’avoir les acides
sous leur forme moléculaire et augmenter les interactions hydrophobes avec le copolymére.
L’adsorbant est conditionné avec un mélange acétonitrile-méthanol (1:1) puis avec de 1’eau

ultrapure. L’échantillon est ensuite déposé¢ sur I’adsorbant. La rétention des acides
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carboxyliques est instantanée et la matrice aqueuse n’est pas récupérée. Les acides sont
ensuite ¢lués avec du méthanol (Vegjytion= 200uL).

Nos échantillons de réaction ont un volume de 2 a 3 mL. Nous allons donc voir dans un
premier temps, si en déposant tous les acides avec 3 mL de solution aqueuse sur le polymeére
et si avec un volume d’élution identique, nous récupérons I’ensemble des acides apres
extraction. Cependant, le rendement ne peut étre calculé qu’en fin d’extraction.

L’adsorbant est conditionné avec 3 mL de mélange acétonitrile-méthanol (1:1) puis avec 3
mL d’eau ultrapure. L’échantillon est une solution standard composée des acides gras volatils
a 40 mg/L. Cette solution est acidifiée a un pH de 1,8 en le mélangeant a une solution d’acide

phosphorique a 0,25 mol/L (75:25).
D.4.1 Rendement d’extraction

Afin de savoir si tous les acides sont retenus par la résine, nous allons faire deux tests :
un dépot de 6 mL d’échantillon, désigné HRP 6 mL et un dépét de 3 mL d’échantillon,
désigné HRP 3mL. Nous ¢éluerons le premier avec 6 mL de méthanol et le deuxiéme avec 3
mL. Chaque test sera effectué sur 5 réplicats afin de mesurer la répétabilité par le coefficient
de variation donné dans le Tableau XXI. Chaque échantillon est analysé 3 fois directement et

apres extraction.

Tableau XXI : GC, Colonne ZB-FFAP, SPE, Coefficient de variation

Analyse

. HRP-6mL HRP-3mL
directe
Acide acétique 1,6% 11% 5,3%
Acide propionique 1,8% 8,8% 7,5%
Acide isobutyrique 1,5% 5,1% 7%
Acide butyrique 1,6% 9,6% 6,6%
Acide valérique 1,5% 5,9% 8,9%

Pour I’extraction (changement de solvant), les coefficients de variation sont compris entre 5 et
11% et sont donc supérieurs a la valeur de 2% couramment admise en chromatographie.
L’extraction n’est donc pas répétable. Ce mauvais résultat peut sans doute étre expliqué par le
matériel utilis€ qui permet donc seulement d’avoir des résultats qualitatifs et ne permet pas de
quantifier. Un dispositif SPE composé de chambres a vide pour le traitement des échantillons
dans des cartouches permettrait d’obtenir des résultats plus répétables. En effet, la vitesse a
laquelle les acides sont déposés et €lués ainsi qu’un controle plus fin du volume déposé et
¢lué sur la résine sont des facteurs trés importants pour une bonne répétabilité et un rendement

maximum.

78 /131



Les rendements d’extraction sont déterminés en comparant les aires des échantillons injectés

directement (AGV 25 mg/L) et aprés SPE et sont donnés pour chaque acide sur la Fig.42.

100

90 -

80 F—

70 —

60 - —

50 - — WAGV25mg/L
10 - | #HRP6mL
HRP3mL

30 —

Rendement d'extraction (20)

Acide Acide Acide Acide Acide
acétique propionique isobutyrique butyrique valérique

Fig.42 : GC, Colonne ZB-FFAP, SPE, Rendements d’extraction

L’acide acétique posséde le rendement d’extraction le plus faible. Sa chaine alkyle est la plus
courte et il interagit donc moins avec la résine polymérique. Pour les acides isobutyrique,
butyrique et valérique, ces rendements sont assez homogeénes compris entre 80 et 90 % pour
les échantillons HRP 6mL et entre 75 et 80 % pour les échantillons HRP 3 mL.

Les rendements d’extraction sont légerement supérieurs pour les échantillons HRP 6mL que
pour les échantillons HRP 3mL sauf pour ’acide acétique. Si I’on considére les coefficients
de variation importants pour les 5 acides, cette différence entre les rendements d’extraction
pour HRP 6mL et HRP 3 mL n’est pas significative. Nous continuerons donc 1’étude pour la

préconcentration en déposant 3 mL d’échantillon.
D.4.2 Préconcentration des échantillons

Nous allons préconcentrer les échantillons. Pour cela, 3 mL d’échantillon (AGV a
25 mg/L) sont déposés et ¢lués avec 1 mL et 2 mL de méthanol. Ces échantillons sont

désignés respectivement HRP 1 mL et HRP 2 mL. Nous effectuerons 5 réplicats pour chacun

pour la répétabilité.
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Les coefficients de variation sont calculés pour chaque échantillon et sont donnés dans le
Tableau XXII.

Tableau XXII : GC, Colonne ZB-FFAP, SPE,
Coefficients de variation pour la préconcentration

HRP2mL HRP1mL

Acide acétique 11,4% 14,9%
Acide propionique 12,9% 11,1%
Acide isobutyrique 7,2% 8,8%
Acide butyrique 8,5% 9,0%
Acide valérique 6,5% 9,4%

Ces coefficients sont plus ¢élevés pour la majorité des acides que les coefficients de variation
calculés auparavant. Dans le cas d’une analyse sur des échantillons réels, les résultats obtenus
peuvent donc donner une tendance sur I’évolution des concentrations mais ne peuvent étre
utilisés quantitativement.

Nous déterminons ensuite les rendements de préconcentration pour les échantillons HRP 1mL
et HRP 2 mL (Fig.43 et Fig.44). Dans 3 mL d’échantillon a 25 mg/L, nous avons 0,075 mg de
chaque acide. Nous déposons donc 0,075 mg de chaque acide sur I’adsorbant. En éluant avec

1 mL de méthanol par exemple, nous devrions retrouver les acides concentrés a 75 mg/L.
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acétique propionique  isobutyrigue valérique

Acide
butyrigque

Fig.43 : HRP 2 mL

Fig.44 : HRP 1mL

Pour une préconcentration par un facteur de 2 (Fig.43), les rendements sont faibles dans
I’ensemble. Pour une concentration attendue de 50 mg/L, nous obtenons 21 mg/L pour 1’acide
acétique et approximativement 27 mg/L pour les autres. L’échantillon de départ (AGV
25mg/L) posséde une concentration en acides de 25 mg/L. Pour extraire 25 mg/L d’acides, il
faut donc quasiment préconcentrer 1’échantillon par un facteur de 2.

Pour une préconcentration par un facteur de 3 (Fig.44), les rendements sont légerement plus

¢levés mais ne sont pas satisfaisants. En effet, pour une concentration attendue de 75 mg/L,
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nous obtenons 42 mg/L pour I’acide acétique et un maximum de 52 mg/L pour I’acide
isobutyrique.

Les profils des rendements sont assez semblables pour les deux types d’échantillon. Dans les
deux cas, I’acide isobutyrique possede le rendement le plus €levé et 1’acide acétique le moins
élevé.

Cette méthode peut permettre de concentrer un échantillon en faible concentration et donc
détectable pour I’analyse mais elle ne permet pas de réaliser d’analyse quantitative. Ce travail
pourrait étre poursuivi en concentrant davantage (10 ou 50 fois) pour 1’identification de traces
d’acides mais ¢également en utilisant des cartouches SPE d’échange anionique (SAX).
Cependant, les études au laboratoire sont des études cinétiques avec beaucoup d’échantillons
et de petits volumes. Pour ce type de suivi cinétique, il semble donc difficile de réaliser de tels
traitements sur ’échantillon. Par contre, cette méthode est préconisée pour 1’obtention

d’informations qualitatives.

E. Conclusion sur la chromatographie en phase gazeuse

L’¢étude a porté sur I’analyse des acides gras volatils seulement. L’analyse des autres
acides par GC, les acides oxalique, formique, glyoxylique, glycolique et succinique auraient
nécessité une étape de dérivation. Il serait intéressant de tester cette étape méme si des pertes
d’analytes seront sans doute observées pouvant entrainer des variations sur la répétabilité. De
plus, pour les échantillons de faibles concentrations et de petits volumes, une perte d’analytes
peut fausser les résultats des études cinétiques.

Pour les acides gras volatiles, la séparation est trés bonne en injectant directement les
acides en phase aqueuse sur une colonne de type FFAP. L’échantillon est acidifi¢ avant
injection a un pH de 1,9. Les limites de détection et quantification sont semblables a la
chromatographie exclusion ionique et a la chromatographie de phase inversée pour les acides
acétique et propionique et légerement inférieures pour les acides isobutyrique, butyrique et
valérique.

Une extraction dans un solvant organique (le méthanol) et une préconcentration a été
testée. Les résultats permettent de réaliser des études qualitatives mais non quantitatives. Il
serait intéressant de comparer ces résultats avec un autre type de cartouche SPE (a échange

anionique, SAX).
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Conclusion générale
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L’objet du présent travail portait sur 1’analyse des produits d’oxydation des polluants dans les
effluents aqueux et plus particuliérement, les acides et diacides organiques a chaines courtes.
Pour cela, une étude bibliographique récapitulant les techniques d’analyse utilisées a été
présentée. Les travaux réalisés concernaient I’analyse de 10 acides et diacides (C; a Cs)
couramment formés lors de ces dégradations par chromatographie d’exclusion ionique, par
chromatographie d’échange anionique, par chromatographie liquide de phase inversée et par
chromatographie en phase gazeuse. Le but était de décrire les mécanismes d’interaction entre
les acides en solution aqueuse préparés a partir de standard et les phases stationnaires et/ou
mobile, mais également de connaitre les avantages et les inconvénients de chaque technique.
La chromatographie d’exclusion ionique suivie d’une détection UV est la technique d’analyse
actuellement utilisée au laboratoire. Une bonne séparation est obtenue et la méthode d’analyse
est validée pour tous les acides. L’analyse de I’acide oxalique a été la plus difficile car ce
compos¢ ¢lue proche du volume mort. Sa quantification reste tout de méme possible et sa
limite de quantification est de 0,3 mg/L. Les limites de quantification pour les autres acides
varient entre 0,7 et 2,5 mg/L.

Les conditions analytiques sur 1’appareillage de chromatographie d’échange anionique
disponible au laboratoire n’ont pas permis d’effectuer la séparation des acides, dont la plupart
¢luent en moins d’une minute. L’étude a tout de méme €té poursuivie et cette technique suivie
d’une détection par conductimétrie permet d’obtenir des limites de détection et quantification
dix fois plus basses que par UV. En optimisant la séparation avec un autre type de phase
stationnaire ou mobile, cette technique pourrait étre utilisée pour les analyses des produits de
réaction en photocatalyse en faibles concentrations.

En chromatographie liquide de phase inversée suivie d’une détection par UV, les meilleurs
résultats ont été obtenus avec une colonne possédant un « end-capping » polaire et une phase
mobile acidifiée a un pH de 2,5. Une bonne séparation de tous les acides est obtenue et les
limites de détection et quantification sont semblables a celles obtenues par exclusion ionique.
Par rapport a I’exclusion ionique, le temps d’analyse est amélioré pour les acides les plus
polaires, a savoir les acides glyoxylique, glycolique, formique, acétique, oxalique, succinique
et propionique, et il est identique pour les acides butyrique, isobutyrique et valérique.

Les analyses ont été effectuées sur des solutions composées des standards. Dans les effluents
réels, les matrices sont différentes, elles peuvent interférer avec I’analyse des acides
organiques et également endommager plus rapidement la colonne chromatographique. Une

¢tape d’extraction sur phase solide (SPE) permettrait d’isoler les acides de la matrice et éviter
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ces désagréments. Simultanément, une étape de préconcentration par SPE pourrait améliorer
la sensibilité de la méthode.

Seuls les acides gras volatils ont été séparés en chromatographie en phase gazeuse couplée a
un détecteur a ionisation de flamme. La séparation des autres acides aurait nécessité une étape
de dérivation supplémentaire. Les résultats obtenus pour les acides gras volatils sont trés bons
en acidifiant les échantillons a un pH de 1,9 avant injection dans la colonne de type FFAP.
Une étape d’extraction et une étape de préconcentration sur phase solide (SPE) dans un
solvant organique et sur une cartouche contenant un polymere, le polystyréne-divinylbenzene,
ont ¢galement été testées. Cependant, la méthode pour I’extraction et la préconcentration
permet seulement de réaliser des études qualitatives. Il serait intéressant de comparer les
résultats obtenus avec des cartouches SPE a échange anionique, mais également de tester la
microextraction sur phase solide couplée a la technique espace de téte, semblant donner de
tres bons résultats dans la littérature.

Pour toutes ces techniques, un couplage avec un spectromeétre de masse permettrait d’abaisser

nettement les limites de détection et quantification.

La chromatographie d’exclusion ionique est la plus répandue mais I’optimisation de la
méthode est limitée si des composés coéluent. En effet, seuls le pH de la phase mobile et/ou la
phase stationnaire peuvent étre changés. La chromatographie liquide de phase inversée permet
des développements plus nombreux. Un plus grand choix dans le type de phase stationnaire,
I’appariement d’ions permettent une modification des interactions et la séparation de
nombreuses molécules. La chromatographie en phase gazeuse semble plus adaptée pour
I’analyse des acides gras volatils en phase aqueuse pouvant étre injectés directement dans la
colonne. Enfin, la chromatographie d’échange anionique peut fournir de bons résultats, mais
son développement n’a pas été approfondi dans cette étude. Le laboratoire n’est pas équipé en
¢lectrophorese capillaire, mais son utilisation pour 1’analyse des acides organiques en phase

aqueuse semble prometteuse.
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ANNEXE 1 : Principe de la LLE et SPE

L’extraction liquide-liquide (LLE) [Cote, 1998]
Le principe de I’extraction liquide-liquide est présenté sur la Fig.45.

L’extraction LLE comporte deux étapes. La B i Galveit

premicre est la mise en contact de la solution T—

d’alimentation contenant les solutés a séparer
et d’une seconde phase liquide, le solvant.

—
—

. Raffinat Solution
Cette étape nécessite un temps suffisant pour d'alimentation

Fig.45 : Principe de I’extraction liquide-liquide
[Cote, 1998]

sont transférés dans le solvant. Ce dernier qui contient alors le ou les solutés est appelé extrait.

obtenir un équilibre pendant lequel les solutés

La solution d’alimentation qui a perdue une majeure partie des solutés est appelée raffinat. La
deuxieme étape consiste a séparer ces deux liquides (extrait et raffinat) sous 1’effet de la

gravité naturelle, d’une force centrifuge ou d’un champ électrique par exemple.

L’extraction sur phase solide (SPE) [Supelco, 1998]

La SPE se déroule en 5 étapes selon le schéma de principe (Fig.46).

e C——cCc——1 L 1L ] L 1L

% ?% Uﬁf

Etape 1 : choix  Etape 2 : Conditionnement  Etape 3 : Dépot  Etape 4 : Lavage Etape 5 : Elution

%

he”

g6

de I’adsorbant de I’adsorbant de I’échantillon de I’adsorbant des solutés
Fig.46 : Principe de I’extraction sur phase solide SPE [Supelco, 1998]
Le conditionnement de [’adsorbant est nécessaire afin d’assurer des interactions
reproductibles avec I’analyte. Il consiste a imprégner 1’adsorbant avec un solvant adéquat et
ainsi produire un environnement convenant a [’adsorption de I’analyte. Le lavage de
I’adsorbant permet aux composés non retenus par 1’adsorbant d’étre entrainés hors de celui-ci.
Le solvant de lavage doit étre correctement choisi afin de ne pas éluer les solutés d’intérét.

L’¢lution consiste a récupérer les solutés d’intérét avec un ¢éluant adéquat.
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ANNEXE 2 : Phases et applications SPE

Les différentes phases SPE ainsi que lerus choix (Macherey-Nagel) sont présentées dans la

Fig.47.

Guide concis pour le choix des phases SPE et des solvants

Notre gamme de produits :
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& 11

& 3
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Florisil®
#changeurs d’lons
SA (SCX])
SB (SAX)
PCA [(WCX)
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PS-OH-
PS-H+
PS-Ag*
PS-Ba

apolaire

moyennement polaire

polaire

Phases spéciales

Drug

Drug 11
ABCis
Diamino
Tetracycline
Crosslinks
AOX
CN/SiOH
C1is PAH
NH,/ Cig
Na_SO,/ Florisil®
SiOH-HY/SA
SA/SIiOH
NAN

DMPH

Dry

XTR

Solubilité da Solvant  Polarité de
I"&chantillon I'échantillon
— apalaire
_onon _ _| moyennemant
ionique ~ BHUELX palaira
soluble
dans — —  polaire
aau
cationique
= jionigue — aqueux
anionique
agueux — apolaire
soluble
dans les : moyennement
solvants | Onganique — - pokire
arganiques
organigue —  polaire

Phases recommanddas
pour 'adsorption

Easy, HR-P
C18 ac, C18, C18 Hydra
Cs, 04, C2, GH,, CN

Easy, HR-P
C18 ac, C18, C18 Hydra
Ca, C4,C2, CH,, CN

PCA (WCX)
SA (SCX)
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PS-He

SE (SAX)
NH,
DMA
PS-OH-

Easy, HR-P, PS-RP
18 ec, C18, C18 Hydra
Ca,C4,C2, CH,, CN

SiOH
NH,

Solvants recom-
mandés pour
I"élution {selection)
alcools

acdtonitrile

hexana
CH.CL,

alcools
acétate d'éthyle
CHCl,, CH.Cl,

alcools
acetate d'éthyle
CHCI,,CH.CI,

acies
soluionz salinas
solutions tampons

acides
solutions =alines
solutions tampons

alcools
acatonitrile

hexana
CH.CI,

alcools
acétate d'éthyle
CHCI,, CHCI,

alcools
acétate d'éthyle
CHCl,, CH.Cl,

Fig.47 : Gamme et choix des phases SPE, Macherey-Nagel [Macherey, 2007]
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ANNEXE 3 : Les liaisons dans ’édifice chimique [Arnaud, 1981 ; Arnaud, 1993 ;
Arnaud, 1996 ; Drillat, 1967 ; Moore, 1972]

La liaison covalente simple

La liaison de covalence simple entre deux atomes A et B est due a la mise en commun de
deux électrons de valence, qui deviennent indiscernables. Du point de vue quantique, les deux
¢lectrons de liaison se trouvent dans une orbitale moléculaire qui englobe les deux noyaux et,
en vertu du principe de Pauli, ils ont des spins opposés. On peut approximativement
considérer que cette orbitale moléculaire résulte de la fusion des orbitales atomiques (s, sp°,
sp’, sp) qui se recouvrent de facon axiale. On note ce type de liaison ¢ : A-B, correspondant a

A:B.
Ex. H-O-H, CI-Cl, H-C1

Il est important de noter que la liaison covalente simple est une liaison forte, dont les
longueurs sont bien définies et égales a la somme des rayons de covalence de A et de B.

Ex. Energies de liaison de H-H (104 keal.mol™), H-O (110 kcal.mol™), C-C (83 kcal.mol™),
C-H (100 kcal.mol ™).

La polarité de la liaison covalente simple est due a la différence d'électronégativité des deux
¢léments, c'est-a-dire de la tendance qu'ils possédent a attirer les électrons dans la liaison
covalente. La liaison est parfaitement symétrique si les atomes sont identiques mais, s'ils sont
différents, c'est évidemment 1'atome le plus électronégatif qui attire le plus le doublet. La

liaison se comporte alors comme un dipole €lectrique indiqué par divers schémas :

Ex. H->—Cl ou H-Cl

+5 -0
La fleche dirigée de 1'hydrogene vers le chlore symbolise l'effet inductif (-I) par rapport a
I'élément le plus électronégatif. Pour résumer, 1'effet inductif, intéressant les électrons o, est
da a I'électronégativité relative des atomes liés. Il s'agit d'un effet statique correspondant a une
polarisation permanente. A ce titre, nous rappelons, dans le domaine de la chimie organique,
les effets inductomeéres des substituants que peut porter un atome de carbone :
- Référence — effet inductif nul (I1=0) : H (hydrogene) ;
- Substituants a effet inductif attractif (-I) : X (halogenes), OH, NH; ;
- Substituants a effet inductif répulsif (+]) : R (groupes alkyles), M (métaux).

88/131



La covalence multiple
Il peut arriver que la liaison covalente soit multiple quand les atomes A et B engagent plus
d'un électron de valence chacun. La liaison issue du recouvrement latéral d'orbitales

atomiques p est une liaison 7.
Ex. Acide succinique : O=(OH)C-CH,-CH,-C(OH)=0

Une différence d'électronégativité des atomes liés favorise la délocalisation des électrons T,
provoquant ainsi un effet mésomere (-M) par rapport a 1'élément le plus électronégatif.

Ces liaisons multiples sont plus fortes que des liaisons simples.
Ex. C=C (146 kcal.mol™)

La covalence, simple ou dative, est la liaison organique par excellence.

La covalence dative ou coordinance
C'est une covalence dans laquelle la mise en commun résulte du don des deux ¢électrons d'un
atome a l'autre, pourvu que ce dernier dispose d'un niveau vide pour les accueillir. La nature

de la covalence dative n'est pas différente de celle de la covalence ordinaire.
Ex. (HO-);P—0 ou (HO-);P"-O

Le nombre de liaisons que peut former un atome vérifie, sauf exception, la régle de I'octet qui

spécifie que les atomes tendent a s'entourer d'un octet d'électrons (4 doublets dans les niveaux

setp).

La liaison ionique ou électrostatique

La liaison ionique peut €tre considérée comme la limite d'une liaison de covalence trés polaire.
Ainsi, lorsque les deux atomes en présence ont des électronégativités tres différentes, le
partage du doublet devient si dissymétrique qu'il passe enticrement sur l'atome le plus
¢lectronégatif. Ce type de liaison est issu de la cession d'un électron d'un atome sur l'autre. La
molécule se réduit alors a une paire d'ions de charges opposées qui constituera le motif du

réseau cristallin.
Ex.Na', CI

La cohésion du cristal est assurée par les attractions €lectrostatiques, fortes et a relativement
grande portée puisque la force ne décroit que comme 1/r%. Par exemple, 1'énergie de la liaison

ionique Na', CI" égale a 89 kcal/mol montre la grande stabilité de la paire d'ions.
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La formation d'un ion a partir d'un atome s'accompagne d'une importante variation de volume.
Ainsi, les rayons ioniques des cations et des anions peuvent étre moiti¢ et double des rayons

covalents des atomes dont ils dérivent.

Forces intermoléculaires ou forces de Van der Waals

Les forces de Van der Waals concernent les interactions intermoléculaires qui peuvent avoir
quatre origines diverses, précisées ci-apres : attractions entre deux dipdles permanents,
attraction entre un dipole permanent et un dipdle induit, attraction entre dip6les induits et

répulsion entre molécules.

1. Polarité et moment électrique. Polarisation et effet inductomeére

Un dipole électrique est I'ensemble de deux charges opposées +q et —q situées a une distance |
petite devant la distance ou on étudie leurs effets. Il est entiérement caractérisé par son
moment dipolaire M, vecteur de module gl dirigé de —q vers +q. Nous avons déja vu que les
liaisons de covalence siéges d'effets inductif/mésomere se comportent comme un dipdle
¢électrique. Dans une molécule polyatomique, les divers moments ¢électriques s'ajoutent
vectoriellement. Ainsi, 1'eau, ou I'angle H-O-H vaut 100° posséde un moment dipolaire, alors
que le gaz carbonique CO, n'a pas de moment dipolaire, car la molécule est symétrique :
O=C=0.

Un dipdle électrique crée un potentiel et un champ électrique E dépendant de la direction.
L'effet de ce champ ¢lectrique sur un deuxiéme dipdle en exalte la distorsion du nuage
¢lectronique et provoque donc une polarisation supplémentaire. Cet effet inductomere est
donc un effet dynamique correspondant a une polarisation induite supplémentaire. Il est a
l'origine, en chimie organique, des mécanismes des réactions de substitution et des réactions
d'addition quand le deuxiéme dipdle est a covalence simple et covalence mixte,
respectivement. Ces forces électrostatiques entre deux molécules polaires sont des forces

d'attraction appelées forces de Keesom.

L'effet du champ ¢électrique E créé par un dipdle permanent sur une molécule non polaire peut
y provoquer une polarisation induite qui disparait quand elle s'éloigne. Ces interactions

¢galement attractives entre dipdle permanent et dipole induit sont appelées forces de Debye.

Il existe un troisiéme type de forces attractives en l'absence de dipdles permanents (ex. CO,)
qui s'explique en admettant que, par suite des mouvements électroniques, ces molécules
penvent posséder un moment dipolaire variant rapidement (nul en moyenne) qui peut

polariser une molécule voisine et y créer un dipdle variant en phase avec lui.
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Enfin, les forces de dispersion, appelées forces de London, sont dues a la répulsion entre
molécules, polaire ou polarisable, quand elles viennent a proximité I'une de l'autre. En chimie

organique, on parle alors de géne ou d'encombrement stérique.

2. Energie d'interaction de Van der Waals
L'énergie d'interaction de Van der Waals due a l'interaction entre atomes ou molécules non
liés dépend de leur distance p et est la somme de deux termes :

Un terme d'attraction V, = —Ap~°

V,=V,+V.(17)

Un terme de répulsion V, = Bp ™"

A et B étant des constantes dépendant de la nature des atomes ou molécules mises en jeu.

Quand la distance interatomique ou intermoléculaire p augmente de zéro a l'infini, le terme
d'attraction V, croit de - o a 0", tandis que le terme de répulsion décroit de 0 4 0 °, si bien
que I'énergie d'interaction de Van der Waals V,, est fortement positive pour p < 0,28 nm
environ (Répulsion prédominante) alors qu'elle est finement négative pour p >0,28 nm
environ (Attraction quasi nulle). On appelle rayon de Van der Waals d'un ¢lément la moitié¢ de
la distance minimale a laquelle peuvent s'approcher deux atomes de cet élément non
directement liés. En conséquence, deux atomes différents ne peuvent pas s'approcher a une

distance inférieure a la somme de leurs rayons de Van der Waals.

L'ordre de grandeur d'énergie d'interaction de Van der Waals est 2-7 kcal.mol™, les forces de
London, apportant la contribution principale a la cohésion des substances et augmentant avec
la masse molaire. L'ensemble des forces de Keesom et de Debye, intervenant d'autant plus que

le moment dipolaire M est grand, contribue pour moins de 5% a I'énergie d'interaction totale.

La liaison hydrogene

Il s'agit d'une coordinance dégénérée dans laquelle un proton H li¢ & un élément électronégatif
A joue le réle d'accepteur de doublet fourni par un autre atome ¢électronégatif B. Elle se
présente a peu pres uniquement avec les halogenes, 1'oxygene et 1'azote et I'énergie de ce type
de liaison est typiquement 85 kcal/mol.

Notation : B ---— H —— A (distance B---H < 0,35 nm)

Ex. CH3-O ---— H —-— O-CHj;
H
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ANNEXE 4 : Les détecteurs en GC

Le détecteur a ionisation de flamme (FID) [Rouessac, 2009]

P T

Le schéma de principe est présenté dans la

Fig.48. Le FID détecte seulement les produits

Collector electrode

Flame ignition
contenant du carbone et de I’hydrogene. col +300Y

Palarizing woltage

L’échantillon entrainé par le gaz vecteur
pénétre dans une flamme obtenue par

combustion de dihydrogéne et d'air. Les

Air:‘]‘

Colurmn

+—Hydrogen

composés organiques forment alors des ions
et particules chargées. Un courant ionique de

Fig.48 : Schéma d’un détecteur a
trés faible intensité (10-12 pA) est alors ionisation de flamme [UNL, 2011]

produit entre deux électrodes (différence de potentiel, ddp, de 100 a 300 V). La premicre
¢lectrode correspond a la masse et est I’extrémité du brileur, la deuxiéme est de forme
annulaire autour de la flamme et est 1’¢lectrode collectrice. Le signal obtenu est amplifi¢ par

un électrométre en une tension mesurable.
Le détecteur a capture d’électron (ECD) [Rouessac, 2009]

Ce détecteur est considéré comme sélectif car il est

e rretrrr i R
T

ff : 15 ;

4—’.‘(
/

beaucoup plus sensible aux composés halocarbonés. Une

source radioactive (Fig.49) émet des particules B° qui

ionise le gaz vecteur (N,). Les électrons arrachés sont N
jaz vecteur

Fig.49 : Schéma de d’un détecteur a
capture d’¢électrons [Tranchant 2009]

captés par I’anode et créent un courant de base.

Lorsque certains composés pénétrent dans le détecteur, ils peuvent capter des électrons libres

et une baisse du signal est observée et mesurée.
Les réactions successives se produisant sont (avec M une molécule contenant un halogene) :
B L
N, — N, +e
M+e¢ — M

M+N,Y —» M+N,
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Le spectrométre de masse (GC) [Arpino, 2007]

Un spectrometre de masse est composé d’une source d’ionisation, d’un analyseur, d’un

détecteur d’ions et d’un systeme informatique pour traiter les données (Fig.50).

Méthode separative Spectrometre de masse
Fluide Pompage
vaecteur du vide
Préparation v [ | | | N | | | | i
échantillon o Injection ! ol Colonne | | Interface ! | Source ! ol Analyseur H Detecteur‘

r Y F 3 r 3 [ 3 F 3 F 3 [ ]

:
Informatique ¥

Fig.50 : Schéma simplifi¢ d’une GC-MS [Arpino, 2007]

La source d’ions se trouve sous vide et une interface permet son raccordement a la colonne
chromatographique. La source permet de transformer des molécules d’un état neutre a un état
ionis¢€ en phase gaz. L’analyseur, quant a lui, trie les ions en fonction de leur rapport masse
sur charge (m/z, unité, le Thomson).

La MS permet d’identifier, de doser une substance et d’obtenir des informations sur la
composition, la structure et la masse moléculaire. La masse d’une molécule s’exprime en
unité de masse atomique (uma) ou en Dalton (Da). Elle évalue également la quantité relative
de chacun des ions présents.

Une molécule M est introduite et ionisée dans un spectromeétre de masse. L'ion ainsi obtenu,
appelé ion moléculaire M, est un radical cation a nombre impair d’électrons. Il permet la
détermination de la masse moléculaire du composé. L’ion moléculaire peut ensuite Etre

fragment¢ selon 1’équation (18).

M" — > EE" + R ou OE™ + N (18)
Ion pair ~ Radical Ion impair Molécule
neutre

Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) par un
champ magnétique et/ou électrique, puis collectés par un détecteur. Tous ces ions fragments

constituent le spectre de masse. Leur lecture permet l'identification de la structure moléculaire.
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ANNEXE S : Etalonnage externe ou interne

Etalonnage externe
Cette méthode est généralement utilisée en chromatographie liquide car le volume injecté est
constant (boucle calibrée).La réponse du détecteur est directement reliée a la concentration de
I’échantillon. On a une équation telle que :

Aire = b; * Concentration + by
Il est donc possible de tracer des courbes d’étalonnage en injectant plusieurs solutions de

concentrations différentes et en relevant I’aire du pic correspondant.

Etalonnage interne

Cette méthode est généralement utilisée en GC, le volume injecté n’étant pas calibré dans un
boucle. On ¢limine ainsi ’erreur d’injection a la seringue. Les aires de chaque pic sont
comparées a celle d’une substance de référence, 1’étalon interne. Une quantité connue de cet
¢talon est ajoutée a 1’échantillon. Cet étalon interne doit étre de pureté connue, séparé¢ de tous
les constituants de 1’échantillon, présent a une concentration adaptée.

Equations reliant la valeur de 1’aire a la concentration du composé :

Produit i : A=V;.Ci.k; O olel e
Etalon E : Ag=VE.Cg.kg = i == ; i
(avec A : aire du pic, V : volume injecté, C : c;lcen-;rétion et k : coefficient de réponse)
On a alors :
Ai/Ag = Vi.Cik;/ Vg.Cgkg et donc, comme le volume de produit et d’étalon injecté est le
méme on obtient :
Ai/Ag = Ci/ Cgkik (19)

Il est alors possible de tracer une courbe d’étalonnage pour chaque composé afin de
déterminer leur coefficient de réponse.
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ANNEXE 6 : Validation d’une méthode

Les caractéristiques que nous allons étudier pour valider une méthode sont :

- la sensibilité Rapport de la variation de la valeur d’information (aire du pic) de la
méthode d’analyse a la variation de la grandeur en analyte
(concentration). C’est la pente de la droite d’étalonnage [AFNOR,
1999].

- le blanc Réponse en absence d’analyte. C’est ’ordonnée a 1’origine de la
droite d’étalonnage [ Amarouche, 2010].

- la répétabilité Conditions ou les résultats d’essai indépendants sont obtenus par la
méme méthode, sur des individus d’essai identiques dans la méme
laboratoire, par le méme opérateur, utilisant un méme équipement et
pendant un court intervalle de temps [AFNOR, 1999].

- la linéarité Capacité d’'une méthode d’analyse, a Dintérieur d’un certain
intervalle, a fournir une valeur d’information (aire du pic) ou des
résultats proportionnels a la quantité en analyte a doser dans
I’échantillon [AFNOR, 1999].

- la limite de Plus petite concentration de I’analyte pouvant étre détectée, mais non
T antifiée, dans les conditions expérimentales décrites de la méthode
détection (LOD) quantitiee, H xp
[Amarouche, 2010].

- la limite de Plus petite concentration de 1’analyte pouvant étre quantifiée avec
une incertitude acceptable dans les conditions expérimentales décrites

quantification (LOQ) de la méthode [Amarouche, 2010].

Sensibilité et blanc [AFNOR, 1999]
Pour chaque acide, 6 niveaux de calibration vont étre préparés et niveau sera mesuré 5 fois.
Une droite d’étalonnage est tracée d’équation Aire = b, x Concentration + b, (20)

Les coefficients b;, désignant la pente et by, désignant I’ordonnée a I’origine sont calculés par

la méthode des moindres carrés.

Répétabilité [Amarouche, 2010]
La quantification est réalisée au travers d’un écart-type de répétabilité dépendant du domaine

d’application de la méthode étudiée. Cet écart-type est calculé selon I’équation (21).

. r r . 2 r r 1 r 14 r
La variance est 1’écart-type au carré, soit s,. La répétabilité n’étant pas forcément constante

sur tout le domaine, il faut la calculer en chacun des points (niveau). A 1’issu des calculs, on
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obtient 6 écarts types de répétabilité (s, S, ..., Srg) sur tout le domaine d’application de la

méthode.

Un test de COCHRAN permettant de comparer les variances est utilisé. Pour cela, une

statistique C est calculé selon 1’équation (22) avec smax, €cart type le plus €élevé de I’ensemble.

Szmax

P
3
i=1

a. Si la statistique C du test est inférieure ou égale a sa valeur critique a 1%, [’hypothéese

C=

(22)

d’homogénéité des variances est acceptée,
b. Si la statistique C du test est supérieure a sa valeur critique a 1%, I’hypothese

d’homogénéité des variances est rejetée.

Si le test de Cochran ne rejette pas I’hypothése d’homogénéité, la répétabilité pourra étre

déterminée a partir des 6 répétabilités déja calculées précédemment et de la formule (23):

p
5= Dt (23)
J =

Le CV est le rapport entre 1’écart-type de répétabilité et la moyenne des valeurs

d’informations (aire).

La linéarité [Tenenhaus, 2007]

La linéarité de la méthode est déterminée par le calcul du coefficient de régression linéaire r?
et par un test d’hypothése sur le coefficient de régression de la pente b1l. Pour une régression
linéaire simple, ce test permet de décider avec une faible marge d’erreur s’il y a une liaison
linéaire entre les variables dans le domaine choisi. Pour cela, on émet les deux hypothéses
suivantes : Hy : by=0et H; : bl £0.

La statistique te,c est calculée selon la formule (24).

b )
=—1(24) (avec sp1, I’écart-type sur la pente de la droite).
bl

t

calc

Sa loi de probabilité est une loi de Student a n-2 degrés de liberté. Dans notre cas, nous avons
28 degrés de liberté. On rejette ’hypothése Hy au risque de 1% lorsque tealc > to.995(28).
t0.995(28) est déterminé par la table de Student et est égal a 2,76. Si ’hypothése Hy est rejetée,

on conclut, au risque de 1%, a I’existence d’une liaison linéaire entre les variables.
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Limite de détection [Amarouche, 2010]

La mesure de détection se calcule selon la formule (25)

LOD =3x Sbﬂ (25) (avec spo, 1’écart-type sur I’ordonnée a 1’origine).

1

Limite de quantification [Amarouche, 2010]

La mesure de quantification se calcule selon la formule (26)

LOQ:IObeﬂ(%)

1
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ANNEXE 7 : Principe DU TOC

La mesure du TOC est réalisée par un analyseur de carbone organique total de marque
Shimadzu modéle TOC-Vcsy. Elle est réalisée par mesure du carbone organique non-
purgeable (NPOC). Un schéma de principe est donnée dans la Fig.51. De [’acide
chlorhydrique est ajouté a I’échantillon sous bullage d’air. Le carbone sous forme inorganique
est transformé en CO, qui est purgé. Le carbone restant dans 1’échantillon correspond au TOC,
il est alors transformé en CO, par combustion dans un four a 720°C sur catalyseur, sous un
flux d’air. Le débit d’air, la pression et I’humidité dans le four sont contrdlés. L air chargé en
CO; est évacué du four, refroidi et asséché. La quantit¢ de CO, est alors mesurée par un
détecteur infrarouge. Un étalonnage externe permet de calculer la quantité de carbone total en

fonction de 1’aire obtenue.

Récipient de réaction IC

J Detecteur

Fbzorbeur de CO2

“anne 2 woies de
prélévement

Clapet anti
retour|

Plaqua couliszante

Serngue Four TC

Cellule

Fittre a halogenes

-

membrane Source de

Secheur
Pidge 3 2au
Tube & uttra pure
Régulateur de combustion
i i Flacon
( \I Boucle de refroidissement d'égout e
Amivée de gaz U
wacteur

Humidificateur

Fig.51 : Schéma d’un analyseur de carbone organique total [Shimadzu, 2001]

Il est calculé selon la relation (27) :

TOC — (Csoluté X an X MC) (27)
soluté
avec TOC Concentration en carbone organique total en mgc / L ou ppmc
Cooluté Concentration du soluté¢ en mg/ L
nbC Nombre de carbone dans la molécule
M, Masse molaire d’un atome de carbone, soit 12 g/ mol
Mot Masse molaire du soluté en g / mol
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ANNEXE 8 : Le détecteur UV

Fonctionnement d’un détecteur UV

L’absorbance est reliée a la concentration d’un soluté par la loi de Beer-Lambert :
A(A)=e(A)xIxC (28)

(avec €, le coefficient d’extinction molaire proprechaque molécule (L/mol/cm) et 1, la

largeur de la cellule (cm) et C, la concentration du milieu (mol/L™)).

Le méthanol, solvant couramment utilis€¢ en LC et sa réponse en UV est quasiment nulle a
partir de 205 nm.

Les systtmes LC ne donnent pas de réponse treés stable aux alentours de 200 nm car ces

conditions sont assez proches des limites d’utilisation du détecteur UV. En effet, la lampe au

deutérium utilisé pour I’'UV fonctionne dans un domaine de 190 nm a 400 nm.

Un spectre UV de I’acide valérique est donné dans la Fig.52.

mAU ==
11.0-
lu.t}- 2
00] .f';
8.0] |

70 |
6.{}: |
5.0-
4_0_ |

3.04 \

0.0 e

=1,04

R e o S o o o o o S E D
200 225 250 300 350 400 nm

Fig.52 : Spectre UV de I’acide valérique a 500 mg/L
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ANNEXE 9 : La chromatographie ionique [Eith, 2001]

La détection conductimétrique

La conductivité k d’une solution est I’inverse de laésistance R qu’un liquide produit entre

deux électrodes de surface A, placées a une distance L I’une de ’autre.

L
Kx=—(29
AxR 29)

La conductivité équivalente A d’une solution peut étre déterminée par I’équation.
K .
A= C (30) (avec C, la concentration).

La conductivité d’un électrolyte est obtenue en additionnant les deux conductivités ioniques

A_anion et A+cation.
Kk=Cx (A_anion + A" cation )(3 1)
(avec x, la conductivi€ en S/cm, A, la conductivitt limite en S.cm? et C, la concentration en

mol/L).

La variation de conductivité provoquée par les analytes est proportionnelle a leur
concentration dans 1’éluant :
(AS _AE)X

CS
K= 32
1000 (32)

ou S et E représentent respectivement I’ion analyte et I’ion éluant.
Exemple :

L’acide acétique posseéde une conductivité limite de 41 S/cm? a 25°C. Le carbonate de I’¢luant

possede une conductivité limite de 69 S/cm? a 25°C

La conductivité du pic sans suppression est donc de :

k. =C

pic analyte

X (A_CH3COO’ - N co ), soit k. =—28xC

analyte
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La suppression chimique

La phase mobile utilisée comprend les ions Na”, HCO;™ et CO5> et posséde une conductance
tres €levée par rapport a celle des solutés. Un suppresseur est ajouté entre le conductimeétre et
la colonne afin de supprimer la conductance due a 1’¢luant. Ce suppresseur est une colonne
cationique sous forme H'. Les ions Na' de la phase mobile vont venir s’échanger avec les
ions H'" de la colonne cationique. Nous avons donc des ions H' en solution. Ces derniers vont

réagir avec les carbonates de I’¢luant pour donner du CO, et de 1’eau selon les réactions (33).
2H' +COs> —CO,+H,0 et H'+HCO;y ——CO,+H,0 (33)

La conductance de ’¢luant devient proche de 0. II existe toujours une conductance résiduelle.

Le suppresseur a lit fixe Metrohm (Fig.53) est une version rotative et possede 3 unités de
suppression identique : I’une joue le role de suppresseur, la deuxiéme unité est régénérée, et la
troisiéme est rincée avec de 1’eau ultrapure. Les unités cationiques saturent aprés une analyse
et doivent étre régénérée par un passage d’acide sulfurique. Les ions Na' sont alors remplacés
par des ions H' et un nouveau cycle peut s’opérer. Aprés réalisation d’une analyse, le barillet
pivote de 120 degrés et I’unité rincée est utilisée comme suppresseur. De cette facon, on peut

pratiquement travailler de manicre continue.

\
Y
zdc\
X!
0 L

e

Fig.53 : Schéma du suppresseur a lit fixe Metrohm

Exemple :

Reprenons 1’exemple de 1’acide acétique. Si la suppression chimique de la conductivité de
I’éluant (échange des ions éluants contre des H') est utilisée, la sensibilité est alors
dépendante de la somme des conductivités équivalentes des anions analytes et des ions H'.
Avec suppression, la conductivité mesurée est de (avec Ay =350 S/cm?) :

K,.=C (A_cy3coo- +A+H+),SOit K. =391xC

pic analyte X analyte

En plus d’avoir supprimer la conductivité de I’¢luant, la réponse de I’analyte est augmentée

augmentant ainsi la sensibilité.
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Annexe 10 : La chromatographie liquide de phase inversée

Hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT) et vitesse lin€aire (u) optimales

HEPT

Hiopt)

ulopt) Vitesse lindatre u
ef CHL'S

Fig.54 : Courbe de Van Deemter [Orsay, 2011]

La courbe de Van Deemter (Fig.54) donne la dépendance de la hauteur équivalente a un
plateau théorique (HEPT) a la vitesse linéaire u en cm/s. Elle montre que I'on a pas intérét a
trop diminuer le débit de la phase mobile au-dessous de la valeur optimale u(opt) car la HEPT
augmente rapidement et la résolution Rg se détériore tres vite (via N) pour des valeurs faibles
de u. Suivant la pente de la courbe aprés u(opt), un compromis peut étre trouvé entre une

vitesse d’analyse plus rapide sans une grande perte d’efficacité et de résolution.
On a la relation (34) :

H(opt) = 3dp (34)
(avec dp, le diametre des particules constituant la phase stationnaire).

Pour des particules de 5 um, la vitesse linéaire optimale est de 0,1 cm/s. Pour des particules

de 3 um, la vitesse linéaire optimale est de 0,17 cm/s.

A partir de ces données, de la géométrie de la colonne et de la porosité €, le temps mort, le
volume mort, le débit optimal de travail et le nombre de plateaux théoriques peuvent étre

calculés.
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Les caractéristiques des colonnes utilisées dans cette étude sont rappelées dans le Tableau

XXII.

Tableau XXIII : Caractéristiques des colonnes RP-LC utilisées

Colonne Colonne

Pyramid HDO
Taille des particules (dp en pm) 5 3
Longueur (L en cm) 25 15
Diamétre interne (ID en cm) 0,46 0,3
Porosité (€) 0,7 0,7

Calcul du temps mort théorique (pour la colonne Pyramid) :

L(cm) _25
u(lem/s) 0,

m

=250s = 4,2min

Le temps mort théorique est donc de 4,2 min.

Calcul du volume mort théorique (pour la colonne Pyramid):
V. =V, (cm’)xe

m

Soit V,, =

(ﬂx([DE XSXL)=2,9mL

Le volume mort théorique est donc de 2,9 mL

Calcul du débit optimal théorique (pour la colonne Pyramid) :

D, :V—’”= 0,7mL

opt
tm

Pour une colonne de longueur 25 cm, de diametre interne 0,46 cm, le débit optimal de travail
est de 0,7 mL/min.
Les mémes calculs peuvent étre effectués pour la colonne HDO. Le débit optimal obtenu est

de 0,5 mL/min.

Calcul du nombre de plateaux théoriques
On a vu que H(opt) était égal a 3dp soit pour la colonne Pyramid possédant des particules de

5 um de diamétre, une valeur de 15 pm. Pour la colonne HDO, H(opt) =9 um.
On sait que le nombre de plateaux théoriques N est égal a :

_ Llem) 25

N = = =16700 plateaux théoriques avec la colonne Pyramid.
H(em)) (15x107*) P 1 d

N = L(Cm) = 15 —1 = 16700 plateaux théoriques avec la colonne HDO.
H(cm)) (9 x10 )

Les deux colonnes ont donc le méme nombre de plateaux.
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ANNEXE 11 : Détail des calculs pour ajustement du pH avec H;PO, seul
[Garric, 1970]

Les équilibres pKe pKl1 pK2 pK3
H20 = H+ + OH- 14

H3PO4 = H+ + H2PO4- 2,2

H2PO4- = H+ + HPO4-- 7,2

HPO4-- = H+ + PO4--- 12,3

Rappel : pK = log (1/K)

Ke Kl K2 K3

1,00E-14

0,00631

6E-08

5E-13

On a 4 équations correspondant aux 4 équilibres

Ke = [H+][OH-] (35)
K1 = [H+][H2PO4-]/[H3PO4] (36)
K2 = [H+][HPO4--]/[H2PO4-] (37)
K3 = [H+][PO4---/[HPO4--] (38)

1 équation correspondant au bilan matiére
CO0 =[H3PO4] + [H2POO4-] + [HPO4--] + [PO4---] (39)

1 équation correspondant a la neutralité électrique
[H+] =[H2PO4-] + 2[HPO4--] + 3[PO4---] + [OH-] (40)

Le pH est donné. On a donc 6 équations indépendantes et 6 inconnues :
CO0, [OH-], [H3PO4], [H2PO4-], [HPO4--] et [PO4---]. On peut calculer CO correspondant.

(36), (37) et (38) injectées dans (39) donnent :
C0 =[H3P0O4] (1 + K1/[H+] + K1K2/[H+]2 + K1K2K3/[H+]3) (41)

On obtient [H3PO4] en injectant (35), (36) (37) et (38) dans (40) :

[H3PO4] = ([H+] - Ke/[H+])/(K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (42)
(42) dans (41) donne :
C0 = ([H+] - Ke/[H+])/(K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (43)

* (1 + K1/[H+] + K1K2/[H+]2 + 1K2K3/[H+]3)
CONCLUSION

La masse m de solution H3PO4 85 % a diluer dans 1 L pour avoir [H+] = 10"-pH est donc :
m =MCO0*100/85 avec M masse molaire de H3PO4 = 98

soit m = 100/85 * M * ([H+] - Ke/[H+])/(K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (44)
* (1 +K1/[H+] + K1K2/[H+]2 + 1K2K3/[H+]3)
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Annexe 12 : Ajustement du pH, Application numérique [Garric, 1970]

Pour des pH entre 1,5 et 3, les masses d’H3PO4 a ajouter a 1 L d’eau et a 1L d’une solution

tampon a 25mmol/L de NaH,PO,4 sont données dans le Tableau XXIV.

Tableau XXIV : Ajustement du pH avec H;PO, seul
et avec un mélange H;PO,/NaH,PO,

m(H;PO,) en g dans
m(H;PO,) en 1 L de tampon
pH désiré deEns31 L421'ea1l(1g NaH,PO, 2‘? 25
mmol/L

1,5 21,92 36,36

1,6 14,43 25,90

1,7 9,57 18,69

1,8 6,42 13,66

1,9 4,35 10,10

2 2,98 7,55
2,1 2,07 5,70
2,2 1,45 4,34
2,3 1,04 3,33
2.4 0,749 2,57
2,5 0,547 1,99
2,6 0,405 1,55
2,7 0,303 1,21
2,8 0,229 0,952
2,9 0,174 0,749

3 0,134 0,590

Les concentrations en NaH,PO4 et NaH,PO4 pour avoir un pH compris entre 6 et 7 et une

concentration du mélange a 10 mmol/L sont données dans le Tableau XXV.

Tableau XXV : Ajustement du pH
pour un mélange NaH,PO,/Na,HPO,

Concentration  Concentration
pH désiré en NaH2PO4 en NaHPO4 en

en mol/L mol/L

6 4,74E-04 9,53E-03
6,1 5,91E-04 9,41E-03
6,2 7,34E-04 9,27E-03
6,3 9,07E-04 9,09E-03
6,4 1,12E-03 8,88E-03
6,5 1,37E-03 8,63E-03
6,6 1,66E-03 8,34E-03
6,7 2,01E-03 7,99E-03
6,8 2,40E-03 7,60E-03
6,9 2,85E-03 7,15E-03

7 3,34E-03 6,66E-03

105 /131



Annexe 13 : Effet et pouvoir tampon [Drillat, 1967 ; Garric, 1970]

1. Exemple de courbe de titrage d'un triacide faible H;PO4 par une base forte NaOH a
25°C

Soit l'acide phosphorique H3PO4 en solution aqueuse de concentration molaire initiale ¢y a

laquelle on ajoute de la soude, a raison de x moles de soude par mole d'acide. On admettra

que l'addition de soude ne fait pas varier le volume, c'est-a-dire que la soude de la burette est

concentrée par rapport a la solution contenue dans le bécher.

Les espéces dissoutes sont [H'], [OH'], [H3PO4], [H,PO4], [HPO, 7], [PO4 ] et [Na'] dont les

concentrations sont liées par les équations suivantes :

- Conservation de I'¢lément phosphore P

¢y =[H,P0,]+|H,PO; |+ PO, |+ PO~ | (39)

- Conservation de I'élément sodium Na

[Na+ ] = xc, (46)
- Neutralité €lectrique
|7 |+|Na* |=or |+ |H, PO, |+ 2|HPO, |+ 3|PO, | 47)
- Les quatre équilibres ioniques
_lz ]z, pPo,]
S AR
_lz*Jlzro.|
I T R
_lz* o]
K, = [HPO;J (50)
K, =|H"]lor"] (51)

L'expression analytique de la fonction donnant le nombre de moles x de soude versées par
mole d'acide, a volume constant en fonction de la concentration en protons [H'], obtenue par

réarrangements des Eqgs. (1-7), est la suivante :

{Kl 2K1K2+3K1K2K3J

x:L( K, ‘[H”J* ('] [H'} (']
[H°] [+ K, , KK, +K1K2K3]

[H*] [H'F [H]

(52)
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Il est clair que cette fonction dépend du parametre cy qui est la concentration molaire initiale

d'acide phosphorique.

La courbe de titrage représente I'évolution du pH de la solution en fonction du nombre de
moles x de soude versées par mole d'acide. Les graphes des courbes de titrage de l'acide
phosphorique aux deux concentrations molaires initiales co = 10 et 50 mmol.L" sont

représentés Fig. 55.

Fig.55 : Titrage de H;PO,4 par NaOH. (®) : ¢ =10 mmol.L" ; (A) ¢ =50 mmol.L".

Les courbes de titrage de la Fig.55 permettent de déterminer, aussi précisément que possible,
les deux points d'équivalence correspondant & x = 1 et x=2 ou les anions H,PO, et HPO4 et
le cation Na" sont dans les proportions stoechiométriques des sels de formule NaHPO, et
Na,PO4. Pour les deux concentrations cy, ces deux points d'équivalence x =1 et x =2
correspondent aux pH de 4,8 et 9,5, respectivement, valeurs a rapprocher de celles données
par les relations classiques indépendantes de ¢y : pHx=1 = (pK; + pK;)/2 et pHx— = (pK; +
pKy)/2.

2. Effet et pouvoir tampon

L'examen des courbes de titrage de la Fig.55 montre que dans la région moyenne centrée sur
le point de demi-équivalence x = 1,5 (pH = pK, = 7,2), le pH varie peu par addition de base et
n'y dépend pas de la concentration de 1'acide. On a ainsi un moyen de fabriquer une solution
dont le pH soit en quelque sorte stabilisé, en neutralisant a trois demi 1' acide faible H;PO4 par
la soude ou, ce qui revient au méme, en mélangeant de fagon équimolaire l'acide faible

NaH,PO, et son sel de base forte Na,HPO,.
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Quantitativement, on définit un pouvoir tampon :

dx

T =
dpH

(53)

La Fig.56 montre 1'évolution du pouvoir tampon en fonction du nombre de moles x de soude

versées par mole d'acide pour les deux concentrations molaires initiales d'acide considérées.

Fig.56 : Pouvoir tampon dans le titrage de H;PO, par NaOH.
() :co=10mmol.L"" ; (A) cy= 50 mmol.L",
On vérifie bien que, dans la région des x compris entre 1 et 2, le pouvoir tampon ne dépend
pas de la concentration initiale ¢y de 1'acide et varie peu avec x dans le voisinage de son

maximum obtenu pour x = 1,5.

En dehors de l'intervalle x = [1,2], il n'est pas envisageable d'espérer obtenir quelque solution

tampon.

3. Importance des solutions tampons

Certaines réactions et techniques analytiques requierent des conditions de pH bien

déterminées, tout en consommant de plus des protons. Il est ainsi extrémement avantageux de
. . . . + 4. .

pouvoir fournir des protons sans que la concentration en ions H' libre varie : c'est le propre

d'un mélange tampon de pouvoir les fournir dans ces conditions.
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Annexe 14 : Détail des calculs pour ajustement du pH avec un mélange

H3PO4/N3H2PO4 [Garric, 1970]

Pour une concentration en NaH,PO4 de 25 mmol/L.

1 équation correspondant au bilan matiére

[H3PO4]0 + [NaH2P0O4]0= [H3PO4] + [H2PO4-] + [HPO4--] + [PO4---] [54]
1 équation correspondant a la neutralité électrique

[H+] + [Na+]0 = [H2PO4-] + 2[HPO4--] + 3[PO4---] + [OH-] (55)

Le pH est donné. On a donc 6 équations indépendantes et 6 inconnues :
[H3PO4]0, [OH-], [H3PO4], [H2PO4-], [HPO4--] et [PO4---]. On peut calculer CO
correspondant.

(36), (37) et (38) injectées dans (54) donnent :

[H3PO4]0 + [NaH2PO4]0= [H3PO4] (1 + K1/[H+] + K1K2/[H+]2 +
K1K2K3/[H+]3) (56)

On obtient [H3PO4] en injectant (35), (36) (37) et (38) dans (55) :
[H3PO4] = ([H+] - Ke/[H+] + [Na+]0)/(K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (57)
(58) dans (57) donne :
[H3PO4]0 =-[NaH2PO04]0 + ([H+] - Ke/[H+] + [Na+]0)/(K1/[H+] (58)

+ 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (1 + K1/[H+] + K1K2/[H+]2 + K1K2K3/[H+]3)
CONCLUSION
La masse m de solution H3PO4 85 % a diluer dans 1 L pour avoir [H+] = 10*-pH est donc :

m = MCO0*100/85 avec M masse molaire de H3PO4 = 98

soit m = 100/85 * M * [- [NaH2PO4]0 + ([H+] - Ke/[H+] + [Na]0)/(K1/[H+] (59)
+ 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (1 + K1/[H+] + KIK2/[H+]2 + K1K2K3/[H+]3)]
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Annexe 15 : Mise en solution d’un tensioactif [Arnaud, 1996 ; Moore, 1972 ;
Souchay, 1964]

Miscibilité de liquides moléculaires. Solvatation

Pour que deux liquides se mélangent de fagon homogene pour donner une solution, il faut que
les forces entre molécules différentes soient au moins égales a celles entre molécules
identiques (Ex. H,O-ROH par liaison hydrogeéne). En général, les liquides polaires se
mélangent mieux entre eux qu'avec des liquides non polaires ( Ex. H,O-HC). La dissolution
d'un composé sera possible s'il y a des interactions assez fortes entre les molécules ou ions

dissous et les molécules de solvant.

En conséquence, les substances ioniques se dissolvent surtout dans des liquides polaires (Ex.
NaCl-H;0). Cette attraction entre ions chargés et molécules polaires (dipdles électriques) est
suffisamment forte pour former des associations stables de telle sorte que l'ion dissous est
entourée de molécules de solvant liées qui se déplacent avec lui. Cette association est appelée

solvatation.

Types de solution

Il y a lieu de faire la distinction entre les solutions vraies et les solutions colloidales :
- Dans les solutions vraies, le soluté (substance dissoute minoritaire) est dispersé a I'état de
particules de trés petite taille (< 1 nm) dans le solvant (milieu dispersif majoritaire) ;
- Dans les solutions colloidales, les particules sont plus grandes, une certaine hétérogénéité

apparaissant au fur et a mesure que la taille croit.

Caracteres de solubilite

Les propriétés des substances sont liées aux types de liaison présents dans les molécules.
Ainsi, de maniere générale, la solubilité obéit a la régle suivante : les composés fortement
polaires, ou ioniques, sont solubles dans les solvants polaires, alors que les composés a

caractere covalent prédominant sont solubles dans les solvants peu ou pas polaires.

Solvants polaires et non polaires

Concernant le mécanisme d'une dissolution, a 1'origine, avant toute action réciproque, il y a
attraction entre particules individuelles du soluté¢ et du solvant. La plupart de ces forces
d'attraction sont de nature ¢électrostatique. Si I'on met un solide dans un liquide, pour qu'il y ait
solubilisation, il faut que le liquide sépare les différentes particules solides les unes des autres.

De plus, il faut que les particules provenant du solide écartent les molécules du liquide pour
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s'y disperser. Le processus est le méme lorsque 1'on dissout un liquide ou un gaz dans un
liquide, 1'énergie nécessaire pour effectuer la premicre étape étant d'autant plus forte que le

soluté est plus condensé.

- Solvants polaires. Dans les solvants polaires, il existe de fortes liaisons intermoléculaires.
Pour vaincre ces liaisons, il faut que le soluté présente une affinité pour le solvant au moins
aussi forte que les molécules de solvant entre elles. Une substance non polaire ne pourra pas
vaincre les forces d'attraction intermoléculaires d'un solvant polaire. Une substance polaire

pourra présenter des forces d'attraction avec le solvant, et donc, éventuellement, s'y dissoudre.

- Solvants non polaires. Les solvants non polaires sont soumis a de faibles forces de liaison
intermoléculaires et sont peu susceptibles d'en présenter avec des substances polaires. Un
solvant non polaire pourra difficilement séparer des particules polaires réunies entre elles.
Deux substances non polaires tendent a se dissoudre par effet d'entropie (accroissement du
désordre). D'aprés ces remarques, on voit qu'il y a plusieurs possibilité pour 1'état du soluté
dans le solvant : (i) dispersion simple avec aucune action sur le solvant (composés non
polaires) ; (ii) interaction avec le solvant avec mise en jeu de forces dites de solvatation. Le
soluté est dit solvaté. L'intensité de ces forces (de nature électrostatique) peut étre telle que
cette interaction aboutit a une réaction soluté-solvant, 1'entité en solution étant alors différente

du produit de départ (solubilisation des acides forts dans I'eau).

Les colloides

Parmi les intermédiaires entre la dispersion grossiére d'un solide dans un liquide (précipité au
sein d'une solution) et la molécule simple en solution (solution vraie), se placent les particules
colloidales, de taille < 100 nm (cette limite étant loin d'étre absolue), forme sous laquelle le
soluté, solide ou liquide, est dispersé. Plutot que solution colloidale, on parlera de suspensions
ou dispersions colloidales. En effet, ces "solutions", qui paraissent homogeénes a I'état

macroscopique, sont hétérogénes au niveau atomique.

En ce qui concerne la structure, on distingue :

- Les colloides moléculaires qui sont des macromolécules simples dont les atomes sont réunis
par des forces de valence (Ex. polymeres) ;

- Les colloides micellaires qui ne sont pas des grosses molécules mais qui sont formés par
l'agrégation en micelles de petites molécules réunies entre elles par les forces de Van der

Waals. Cette catégorie sera développée par la suite ;
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- Les sols qui sont constitués de nanoparticules colloidales solides suspendues dans un liquide,
voire un gaz (on parlera alors d'aérosols).

Les colloides micellaires
Dans cette structure, le soluté correspond a des molécules amphiphiles ou tensioactives
(surfactant en anglo-saxon) constituées d'une partie hydrophile (ou lipophobe) ionique,
chargée positivement ou négativement (téte), qui présente de l'affinité pour l'eau et d'une

partie lipophile (ou hydrophobe) qui a de I'affinité pour les milieux organiques (queue).

O

/\/\/\/\/\/\/\/\JL Na'

O

Queue hydrophobe Téte hydrophile

Fig.57 : Stéarate de sodium C;;H35COONa
Considérons la mise en solution d'un tensioactif dans un solvant polaire (Ex. H>O), possédant
une interface macroscopique avec une phase différente, gaz (air), liquide (huile) ou solide
(salissure). A des concentrations inférieures a la concentration micellaire critique (cmc), les
macromolécules de tensioactif sont dispersées individuellement. Celles-ci se concentrent aux
interfaces entre la solution liquide et l'autre phase, leurs tétes hydrophiles étant tournées vers
la solution, les queues hydrophobes tendant au contraire a en sortir. A la concentration
micellaire critique, les molécules de tensioactif forment un film monomoléculaire ordonné
comme si les molécules étaient rangées en rang d'oignons. Aux concentrations supérieures a
la cmc, il se constitue d'autre part dans la solution des micelles, c'est-a-dire des agglomérats
de quelques dizaines a quelques centaines de molécules tournant leur téte hydrophile vers
I'extérieur coté solvant. On peut faire une microémulsion stable en ajoutant dans I'eau de
I'huile qui ira au centre des micelles. Aux concentrations trés €levées, ces agglomérats
peuvent se présenter sous forme d'édifices plus importants, a géométrie cylindrique, voire

structure lamellaire, par exemple. En cas de structures ordonnées, on parle de cristaux liquides.

e 8 s ibeseesssssss suseveiiereess

Eau 1 l /. \.
o« 19 :&%
SN

c <cmc c=cmc Cc > cme

Fig.58 : Mise en solution d’un tensioactif dans un solvant
polaire et cmc
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Comme conséquence importante, la tension superficielle y de la solution diminue de fagcon
linéaire de Ym0 @ Yeme lorsque la concentration de tensioactif augmente de zéro a la cmc puis

présente un plateau au-dela, de faible valeur (yeme).

’Y A
YH20
chc l
0 cme C

Fig. 59 : Courbe tension superficielle y = f(c)

Contre-ions

Dans les solutions colloidales, les particules en suspension peuvent étre chargées ou non. Soit
par exemple des nanoparticules colloidales de silice dans 1'eau. La silice posséde un point de
charge zéro pHpcz = 1,5-3 tel que :

- Pour un pH < pHpcz de la solution, obtenu par exemple par ajout de HCI, les charges
positives H™ viennent s'adsorber de maniére immobile sur les particules, provoquant ainsi une
redistribution des ions de la solution : les anions CI’, majoritaires, tendent a s'accumuler
autour de la particule pour satisfaire a 1'électroneutralité de 1'ensemble. Il s'agit des contre-ions
qui restent libres de se déplacer par mouvement brownien et former une couche diffuse de
moins de 1 nm a quelques nm.

- Pour un pH > pHpcz de la solution, obtenu par exemple par ajout d'ammoniac, des charges
négatives viennent s'adsorber fixement sur les particules et les ions ammonium NH,"
constituent les contre-ions dans la solution.

- Pour le pH = pHpcz de la solution, la charge globale des particules est nulle (autant de

charges positives que de charges négatives).

I “Si

pH < pHpcz pH = pHpcz pH > pHpc;

Fig. 60 : Contre-ions et point de charge zéro pHpc;
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En conséquence, l'ensemble des charges adsorbées fixes sur la particule et I'ensemble des
contre-ions constituant une couche diffuse autour de la particule du fait du mouvement
brownien au sein de la solution constitue la double couche électriqgue, qui est un
n " 1 1 1 ' 14

pseudocondensateur”, avec le gradient de concentration suivant lorsque I'on s'écarte de la

surface de la particule dans la couche double :

[HCI]

v

Fig.61 : Nanoparticule colloidale de silice dans une solution aqueuse de HCl a pH = 0

L'ajout d'un électrolyte indifférent de type sel métallique par exemple (NaCl), indifférent
parce que ne modifiant pas les charges adsorbées et donc le potentiel (quelques mV) en
surface des nanoparticules, permet de contrebalancer sur une épaisseur plus fine I'excés de

charges des particules.
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Annexe 16: Détail des calculs pour un ajustement du pH avec

NaH2P04/Na2HPO4 [Garric, 1970]

Pour un mélange a 10 mmol/L

1 équation correspondant au bilan matiére

[H2PO4-]10 + [HPO4--]0= x + y = [H3PO4] + [H2P0O4-] + [HPO4--] + [PO4---] [60]
1 équation correspondant a la neutralité électrique

[H+] + [Na+]0 = [H+] + x + 2y = [H2PO4-] + 2[HPO4--] + 3[PO4---] + [OH-] (61)
On veut un pH égal a 6,5. On a 6 équations indépendantes et 7 inconnues :

[NaH2P04]0, [Na2HPO4]0, [OH-], [H3PO4], [H2P0O4-], [HPO4--] et [PO4---].

On pourra calculer x et y si on donne S (Eq. 11).

(36), (37) et (38) injectées dans (60) donnent :

x +y =[H3PO4] (1 + K1/[H+] + KIK2/[H+]2 + KIK2K3/[H+]3) (61)
En injectant (35), (36) (37) et (38) dans (61), on obtient :

X + 2y + [H+] = Ke/[H+] + [H3PO4](K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (62)

(63) divisé par (62) donne :

y = (x+ y)(K1/[H+] + 2K1K2/[H+]2 + 3K1K2K3/[H+]3) (63)
/(1 + K1/[H+] + KIK2/[H+]2 + KIK2K3/[H+]3) - 1) - [H+] + Ke/[H+]
X=X-y [64]
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Annexe 17: Principe d’un injecteur split [Rouessac, 2009]

4———  Extrémité seringue
Septum g

.

~—  Purge du septum
Gaz vecteur

2
—Dd=

— Sortie split

(T AT

4——————— Colonne capillaire

Fig.62 : Schéma d’un injecteur split [Rouessac, 2009]

Un schéma d’un injecteur split est présenté sur la Fig.62. L’aiguille de la seringue vient percer
un septum en élastomere bouchant I’entrée de I’injecteur. Le gaz vecteur, le diazote (N»)
arrive avec un débit important dans la chambre de vaporisation (insert) ou il est mélangé a
I’échantillon injecté. La température de cette chambre dépend de la volatilité des échantillons
a analyser. Ce débit est ensuite divisé en deux fractions. La plus importante, appelée la fuite,
est évacuée par la sortie split de ’injecteur en entrainant la majeure partie de 1’échantillon
introduit. L’autre partie est injectée dans la colonne et contient une petite fraction de

I’échantillon, égale au rapport de division. On a la relation :
Rapport de division = (débit sortie split + débit sortie colonne) / (débit sortie colonne).
La purge du septum élimine les produits volatils émis par le septum.

Les caractéristiques pour notre GC sont données dans le Tableau XXVI.

Tableau XXVI: Conditions opératoire sur I’injecteur split
(Colonne L=30m, ID=0.32mm, df 0.25 pm)

Pression (kPa) 37
Débit total (mL/min) 24
Débit colonne (mL/min) 1
Vitesse linéaire (cm/s) 20
Débit de purge (mL/min) 3
Split ratio 20
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