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Abstract:

Some xenobiotic substances are resistant to biodegradation and persist in the
environment and even at low concentrations can harm human health and ecosystems, so

their analysis becomes mandatory

By using their physicochemical properties, several high sensitivity and precision
analysis techniques such as spectrophotometry, atomic absorption spectroscopy,
infrared spectroscopy and chromatography can be used to detect and quantify these

recalcitrant substances, even in the trace state.

Key words: recalcitrance, spectrophotometry, AAS, IR and chromatography.
Résume :

Certaines substances xénobiotiques présentent une résistance a la biodégradation et
persistent dans I’environnement et méme a des faibles concentrations, peuvent nuire a la

santé humaine et aux écosystémes, leur surveillance devient alors obligatoire.

En se servant de leurs propriétés physico-chimiques,plusieurs techniques d’analyses a
haute sensibilité et précision tel que la spectrophotométrie, spectroscopie d’absorption
atomique, spectroscopie infra rouge et la chromatographie peuvent servir a detecter et

doser ces substances récalcitrantes méme a 1’état de traces.

Mots clés :récalcitrance, spectrophotométrie, IR, SAA, CPG et HPLC.
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Introduction générale

Les avancées technologiques et le développement de I’industrie ont permis a
I’homme la mise en ceuvre de composés de haute stabilité (tel que les colorants et les
matiéres plastique ...etc) pour ses besoins. Ces derniers, une fois rejetés dans
I’environnement, ne peuvent pas étre dégradés par les processus biologiques et
persistent dans la nature en s’accumulant ce qui présente un risque pour la santé
humaine et 1’équilibre des écosystémes, d’ou une nécessité d’une surveillance

permanente de ces composés récalcitrants dans 1’environnement.

Certains de ces composés peuvent nuire méme a 1’état de traces, pour cela les
méthodes et les techniques d’analyses doivent étre judicieusement choisies en termes de
limite de détection et de précision. Ce travail est une présentation des principales
substances récalcitrantes et un ensemble de techniques d’analyses pouvant les identifier

et les quantifier.

Ce travail comporte trois chapitres, le premier porte sur la récalcitrance et les
composés récalcitrants et leurs dangers, le deuxieme est une introduction aux méthodes
d’analyses et le troisieme est une description des différentes techniques d’analyses tel
que la spectrophotométrie, la spectrométrie d’absorption atomique, la spectroscopie
infra rouge et la chromatographie. Il comporte également une conclusion générale qui
montre les possibilités de I’application de ces derniéres dans les analyses des substances

récalcitrantes.
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Chapitre | : les substances récalcitrantes

Les substances récalcitrantes
Introduction

Ce chapitre est consacré a la notion de récalcitrance et les principaux composés

récalcitrants, leurs sources et effet sur I’environnement et la santé humaine.

I.1. Biodégradation et récalcitrance

I.1.1. Biodégradation

La biodégradation peut étre décrite comme un phénomene de dégradation, de
décomposition de matieres organiques par l'action des micro-organismes (bactéries,
enzymes, champignons). Il s'agit d'une fragmentation avec modification chimique et
perte des propriétés mécaniques. Le matériau est converti en dioxyde de carbone (CO2),

en eau (H20), et/ou en méthane (CH4) et éventuellement en une nouvelle biomasse et

des résidus [1]

1.1.2. Biodégradabilite

Le terme biodégradabilité regroupe les qualités nécessaires a une substance pour subir

un processus d’altération microbienne. [34]

1.1.3. Récalcitrance

Un composé est qualifié de récalcitrant (ou de persistant) quand son élimination
biologique est tréslente ou méme impossible a mesurer. On rencontre bien évidemment
des substances récalcitrantes parmi les xénobiotiques, en particulier parmi les polymeres
tels que le PVC et les téflons et lescomposés organiques polychlorés tels que les PCB,
le DDT et le pentachlorophénol (PCP). Par contre, de nombeux xénobiotiques peuvent

étre dégradés par des microorganismes; pour certains cette dégradation peut méme étre

trés rapide.

Il existe également des substances naturelles récalcitrantes dont les meilleurs exemples
sont la lignine du bois et surtout les constituants trés hétérogenes et mal définis de
I'hnumus du sol, en particulier les acides humiques et I'humine, qui ne se décomposent

que trés lentement

Les composes récalcitrants peuvent étre classés en trois groupes :
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e Ceux qui sont résistants a toute attague microbienne et ne sont métabolisés sous
aucune condition connue;

e ceux qui sont généralement métabolisés trés lentement dans la nature, mais qui

peuvent étre dégradés rapidement dans une culture dense de microorganismes

appropriés;

ceux qui in situ sont métabolisés rapidement dans certains environnements et

tres lentement dans d'autres (exemple: aérobiose, anaérobiose). [2]

1.2. Les principaux composés récalcitrants dans I’environnement

Les composés récalcitrants sont présents dans tous les milieux et couvrent une grande
partie des rejets industriels, les plus importants sont les suivants :

1.2.1. Les métaux lourds

» Description des métaux lourds

On appelle métaux lourds tout élément métallique naturel dont la masse volumique

dépassentsg/cms . Ils englobent I'ensemble des métaux et métalloides présentant un

caractere toxique pour la santé et I'environnement (3]

Les métaux lourds les plus souvent considérés comme toxique pour I’homme sont : le
plomb, le mercure, ’arsenic et le cadmium. D’autres comme le cuivre, le zinc, le
chrome, pourtant nécessaires a 1’organisme en petites quantités, peuvent devenir

toxiques a doses plus importantes.

En toxicologie, ils peuvent étre définis comme des métaux a caractere cumulatif
(souvent dans les tissus biologiques) ayant essentiellement des effets trés néfastes sur
les organismes vivants. En nutrition et en agronomie, ils peuvent méme étre assimilés a

des oligo-éléments indispensables a certains organismes, en particulier par leur action

catalytique au niveau du métabolisme.[*]

Dans les sciences environnementales, les métaux lourds associés aux notions de
pollution et de toxicité sont généralement : I’arsenic (As), le cadmium (Cd), le
chrome(Cr), le cuivre (Cu), le mercure (Hg), le manganese (Mn), le nickel (Ni), le
plomb (Pb), I’étain (Sn), le zinc (Zn).

Les métaux lourds sont redistribués naturellement dans 1’environnement par les

processus géologiques et les cycles biologiques. Les activités industrielles et

12



Chapitre | : les substances récalcitrantes

technologiques diminuent cependant le temps de résidence des métaux dans les roches,
ils forment de nouveaux composés meétalliques, introduisent les métaux dans
I’atmospheére par la combustion de produits fossiliferes. Il faut différencier la part qui

résulte de la contamination d’origine humaine(anthropogeéne) et la part naturelle

(géogéne).[5]

> Les sources des métaux Iourds[6]

e Lessources naturelles

Parmi les importantes sources naturelles, citons l'activité volcanique, l'altération des
continents et les incendies de foréts. La contribution des volcans peut se présenter sous
forme d'émissions volumineuses dues a une activité explosive, ou d'émissions continues
de faible volume, résultant notamment de l'activité géothermique et du dégazage du

magma .
e Les sources anthropiques

Les métaux provenant d’apports anthropiques sont présents sous des formes chimiques
assez réactives et entrainent de ce fait, des risques trés supérieurs aux métaux d’origine
naturelle qui sont le plus souvent immobilisés sous des formes relativement inertes. Les

sources anthropogeénes sont les suivantes:

= Activités pétrochimiques

= Utilisation de combustibles fossiles (centrales électriques au charbon, chaudiéres
industrielles, fours a ciment....)

= Transport (véhicules et moteurs routiers et non routiers, embarcations)

= Incinération de déchets

= Produits (interrupteurs électriques, amalgames dentaires, éclairages
fluorescents)

= Déchets urbains (eaux usées, boues d’épuration, ordures ménagéres) et

agricoles.

1.2.2. Les Polluants Organiques Persistants
Les polluants organiques persistants(POPs) sont, par définition, des composés
organiques trés résistants a la dégradation par desprocessus biologiques, photolytiques

ou chimiques. Les POP sont souvent halogenés, le plussouvent chlorés. La liaison

13
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carbone-chlore est trés stable et résiste a 1’hydrolyse. En outre, plus la molécule
comporte d’atomes de chlore et d’autres groupements fonctionnels, plus elle est
résistante a la dégradation biologique et photolytique. Le chlore fixé a un noyau
aromatique(benzene) est plus difficile a hydrolyser que le chlore fixé a une chaine
aliphatique. Ainsi, lesPOP chlorés ont habituellement des structures cycliques
comportant des chaines ramifiées ounon. En raison de leur degré élevé d’halogénation,
les POP sont trés peu solubles dans ’eau ettrés solubles dans les lipides, ce qui leur
permet de traverser facilement la structure phospholipidique des membranes

biologiques et de s’accumuler dans les graisses.

Les hydrocarbures halogénés constituent un groupe important de POP, dont les
organochloréssont de loin le sous-groupe le plus important. Les dioxines et les furanes,
les BPC, I’hexachlorobenzéne, le mirex, le toxaphéne, 1’heptachlore, le chlordane et le
DDT sont tous des hydrocarbures halogénés. Ces substances se caractérisent par leur
faible solubilité dans I’eau etleur solubilité élevée dans les lipides et, comme de
nombreux POP, elles se distinguent par leurpersistance dans ’environnement, leur

longue demi-vie et leur capacité de bioaccumulation et debioamplification dans les

. . . . , . 7
organismes une fois qu’ils sont dispersés dans I’environnement.[’)

1.2.3. Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP):

Ils sont des polluants importants dela classe des contaminants organiques hydrophobes
(HOC) largement présents dans l'air, le sol et les sédiments. La principale source de la
pollution par les HAP est la production industrielle . lls ont été étudiés avec un intérét
croissantdepuis plus de vingt ans en raison des résultats sur leur toxicité, leur
persistancedans ’environnement. Les HAP peuvent étre absorbés sur les sols et les
sédiments riches en matieres organiques, s'accumulerdans les poissons et autres

organismes aquatiques, et peuvent étre transférés aux humains a travers la

consommation des fruits de mer.[8]

1.2.4. Polychlorobiphényles (PCB):

Ils sont des mélanges de produits chimiques organiques synthétiques. Du a leurnon
inflammation, stabilité chimique, point débullition élevé et propriétés isolantes
électriques, les PCB ont eté utilisés dans des centaines d'applications industrielles et

commerciales, notamment électriques,transfert de chaleur et équipement hydraulique;

14
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en tant que plastifiants dans les peintures, les plastiques et les produits en caoutchouc;en
pigments, colorants et papier autocopiant; et de nombreuses autres applications

industrielles.

Les PCB sont des composés toxiques qui pourraient agir comme des perturbateurs

endocriniens et provoquercancer. Par conséquent, la pollution environnementale avec

les BPC est de plus en plus préoccupante [8]

1.2.5. Les pesticides

Les pesticides sont des composés chimiques dotés de propriétés toxicologiques, utilisés
par les agriculteurs pour lutter contre les animaux (insectes, rongeurs) ou les plantes
(champignons, mauvaises herbes) jugés nuisibles aux plantations. Le premier usage
intensif d’un pesticide, le DDT, remonte a 1’époque de la seconde guerre mondiale.
Malheureusement, tous les pesticides épandus ne remplissent pas leur emploi. Une
grande partie d’entre eux est dispersée dans I’atmosphere, soit lors de leur application,
soit par évaporation ou par envol a partir des plantes ou des sols sur lesquels ils ont été
répandus. Disséminés par le vent et parfois loin de leur lieu d’épandage, ils retombent
avec les pluies directement sur les plans d’eau et sur les sols d’ou ils sont ensuite
drainés jusque dans les milieux aquatiques par les eaux de pluie (ruissellement et
infiltration). Les pesticides sont ainsi aujourd’hui a 1’origine d’une pollution diffuse qui
contamine toutes les eaux continentales : cours d’eau, eaux souterraines et zones
littorales.

Si les pesticides sont d’abord apparus bénéfiques, leurs effets secondaires nocifs ont été
rapidement mis en évidence. Leur toxicité, liée a leur structure moléculaire, ne se limite
pas en effet aux seules espéces que 1’on souhaite éliminer. IIs sont notamment toxiques
pourl’homme.

Estimer les effets sur les écosystemes d’une pollution liée aux pesticides s’avére
difficile, car il existe un millier de familles de pesticides, soit des dizaines de milliers de
pesticides. Ils sont en outre utilisés a faibles doses et leurs comportements sont trés
divers. Leur impact dépend a la fois de leur mode d’action (certains sont beaucoup plus
toxiques que d’autres), de leur persistance dans le temps (certains se dégradent
beaucoup plus rapidement que d’autres) et de leurs sous-produits de dégradation

lesquels sont parfois plus toxiques et se dégradent moins vite que le composé initial.
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Leurs effets sur le vivant sont, eux aussi, encore tres mal connus.
Les principaux pesticides utilisés actuellement appartiennent a quelques grandes

familles chimiques :

Les organochlorés (hydrocarbures chlorés), comme le DDT synthétisé des les années
1940, sont des pesticides tres stables chimiquement. Le DDT a été utilisé partout dans le
monde dans la lutte contre les insectes, jusqu'a ce que l'on découvre qu’il était peu
dégradable et pouvait se concentrer dans les organismes en bout de chaine alimentaire,
par bio-accumulation, avec des risques certains pour la santé humaine. Son utilisation
est aujourd’hui interdite dans de nombreux pays tempérés, mais on en trouve encore
beaucoup dans les milieux aquatiques. En outre, ils continuent a étre employés dans

certains pays tropicaux.

Les organophosphorés sont des composés de synthése qui se dégradent assez
rapidement dans D’environnement mais qui ont des effets neurotoxiques sur les

vertébrés.

Les pyréthroides sont des insecticides de synthése trés toxiques pour les organismes

aquatiques. Une pollution accidentelle des eaux par ces composes peut étre dramatique.
Les carbamates, trés toxiques, sont utilisés comme insecticides et fongicides.

Les phytosanitaires, qui regroupent un tres grand nombre de produits de la famille
des triazines ou des fongicides, représentent plus de la moitié du tonnage annuel des
pesticides utilisés en France. Ces produits réagissant avec le sol lors de leur migration

(piégeage, relargage, spéciation), I’évaluation de leur devenir et de leur impact se révele

difficile.l]

1.2.6. Les colorants organiques synthetiques

» Définition d’un colorant :
Un colorant est une matiére colorée par elle-méme, capable de se fixer sur un support.
La coloration plus ou moins intense des différentes substances est liee a leur
constitution chimique. En fait, un colorant est un corps susceptible d’absorber certaines
radiations lumineuses et de réfléchir alors les couleurs complémentaires. Ce sont des

composés organiques comportant dans leurs molécules trois groupes essentiels : le
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chromophore, 1’auxochrome et le chromogéne [101 ) 4 couleur du colorant fournie par la

présence d'un groupe chromophore. Le chromophore est une configuration radicalaire
consistant en des doubles liaisons conjuguées contenant Electrons délocalisés. Le
Chromogeéne est la structure aromatique qui contient normalement Benzene, naphtaléne
ou anthracéne.La présence de groupes ionisants connus sous le nom d'auxochromes
résulte en une modification beaucoup plus forte de I'absorption maximale du composé et
fournit une affinité de liaison. Ces groupes auxochrome permettent la fixation des

colorants et peuvent modifier la couleur du colorant.

» La pollution par les colorants
Les colorants synthétiques organiques sont des composés utilisés dans de nombreux
secteurs industriels tels que le domaine automobile, chimique, la papeterie et plus
particuliérement le secteur de textile. L’affinité entre le textile et les colorants varie

selon la structure chimique des colorants et le type des fibres sur lesquelles ils sont
appliqués (11114 production mondiale est estimée a 800 000 tonnes/ an, et les colorants
azoiques sont majoritaires et représentent 60-70 %. Approximativement 140 000

tonnes/an sont rejetées lors des étapes de fabrication et coloration des tissus™?l. ces

colorants sont évacues avec les effluents liquides qui sont la plupart du temps
directement rejetés vers les cours d’eau sans traitement préalable. Ces rejets colorés

posent un probléme esthétique, mais également sanitaire car un grand nombre des
colorants est toxique [13]

» La persistance :
Les colorants organiques synthétiques sont des composeés tres résistants a la dégradation
biologique naturelle. Cette persistance est en étroite relation avec leur réactivité

chimique:

= Les composés insatures sont moins persistants que les saturés ;
= Les alcanes sont moins persistants que les aromatiques ;
= La persistance des aromatiques augmente avec le nombre de substituants ;

= Les substituants halogenes augmentent la persistance des colorants tels que les

groupements alkyles.[14]
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Généralités sur les méthodes d’analyses

I1.1. Description d’une méthode d’analyse
Définir une méthode d’analyse consiste a décrire chacune de ses étapes,indissociables
les unes des autres, en précisant pour chacune d’elles les opérationsélémentaires qu’il

faut réaliser.

11.2. Les méthodes d’analyses quantitative

En général, on calcule les résultats d’une analyse quantitative a partir de deux mesures.

L’une est la masse ou le volume de 1’échantillon a analyser. La seconde est la mesure
d’une grandeur proportionnelle a la quantit¢ d’analyte présente dans 1’échantillon,
comme la masse, le volume, I’intensité de la lumiere ou la charge électrique. Cette
seconde mesure cloture habituellement 1’analyse, et les méthodes analytiques sont
classées selon la nature de cette mesure finale. Dans les méthodes gravimétriques, on

détermine la masse de I’analyte ou d’un composé qui lui est apparenté chimiquement.

Dans les méthodes volumétriques, on mesure le volume d’une solution qui contient
assez de réactif pour réagir complétement avec [’analyte. Dans les méthodes
électroanalytiques, on mesure des propriétés électriques telles que le potentiel, le
courant, la résistance et la quantité d’¢lectricité. Dans les méthodes spectroscopiques,on
¢tudie D’interaction entre un rayonnement électromagnétique et des atomesou des
molécules d’analyte, ou 1’émission d’un rayonnement par des analytes. Enfin,diverses
méthodes incluent la mesure de grandeurs telles que le rapport masse/charged’ions par
spectrométrie de masse, la vitesse de désintégration radioactive, la chaleur de réaction,

la vitesse de réaction, la conductivité thermique, D’activité optique et I’indice

deréfraction.[15]

11.3. Les étapes d’une analyse quantitative

En général, une analyse quantitative comprend la séquence des opérations indiquées
dans I’organigramme suivant. Dans certains cas, on peut omettre une ou plusieurs de ces

¢tapes. Par exemple, si un échantillon est déja a I’état liquide, on ne passera pas par

I’étape de dissolution.
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la méthode

Figure I1-1Schéma général représentant les principales étapes d’une analyse[16]

L’organigramme montre un exemple des étapes d’une analyse quantitative. Il y a

plusieurs chemins possibles a travers ces étapes. Dans ’exemple le plus simple
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représenté par le trajet central, on choisit une méthode, on obtient et on traite
I’échantillon, on le dissout dans un solvant adéquat, on mesure une propriété¢ de
I’analyte, on calcule les résultats et on estime leur fiabilité. Selon la complexité de
I’échantillon et de la méthode choisie, il peut étre nécessaire de choisir plusieurs autres

trajets.

11.3.1. Echantillonnage

Il existe de trés nombreuses méthodes de mesure. Le choix de 1’'une d’entre elles
vaguider le choix de la méthode de traitement qui sera préalablement appliquée
al’échantillon analytique. Le traitement de I’échantillon analytique constitue en régle
générale 1’étape clef de laméthode d’analyse : elle contient la majeure partie de I’erreur
analytique et représenteun facteur limitant en termes de rapidité et d’automatisation. Et

pour donner des résultats significatifs, une analyse doits’effectuer sur un échantillon qui
a la méme composition que I’ensemble du matériaudont il a été prélevé.[16]
11.3.2. Etalonnage et mesure de la concentration

Tous les résultats analytiques dépendent de la mesure finale X d’une propriété
physiqueou chimique de I’analyte, cette propriété doit varierd’une maniére connue et
reproductible avec la concentration cA de I’analyte. Idéalement,la grandeur mesurée est
directement proportionnelle & la concentration, donc,cA = kXou Kk est un facteur
constant. A quelques exceptions prés, les méthodes analytiques nécessitent la
détermination empirique de k a 1’aide d’étalons chimiques pour lesquels cA est connu.

La détermination de k est donc une étape importante dans la plupart des analyses ; on

I’appelle un étalonnage. [16]

I1.4. Performances et critéres de choix d’une méthode d’analyse

Le choix d’une méthode analytique se repose sur les critéres suivants :

= Limites de détection et de quantification

= Justesse et fidélité (répétabilité) ; exactitude et reproductibilité
= Domaine de linéarité et sensibilité

= Robustesse

= Spécificité, rapidité et aptitude a I’automatisation

= Co0t (investissement et fonctionnement)[16]
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Les techniques d’analyse

I11.1. La spectroscopie UV-Visible
La technique de spectrophotométrie ou d'absorptiométrie est basée sur la propriété de la
matiére, et plus particulierement de certaines molécules, d'absorber certaines longueurs

d'ondes du spectre UV-visible. Elle permet de réaliser des dosages grace a la loi de
Beer-Lambert qui montre une relation de proportionnalité entre l'absorbance et la
concentration, aussi bien qu'une étude structurale des complexes par I'étude des spectres

d'absorption.

Cette méthode est basée sur Il'utilisation d'un spectrophotométre qui détermine

I'absorption d'une solution pour une longueur d'onde donnée ou pour une plage de
longueurs d'ondes judicieusement choisie.[!"]

I11.1.1. Principe

Le domaine spectral concerné est subdivisé en trois plages appelées proche UV, visible
et trés proche IR (185-400 ; 400-800 ; 800-1100 nm ; Figure I11.1). La plupart des
spectrophotometres commerciaux recouvrent la gamme allant de 190 a 950 nm.
L'absorption des rayonnements par les molécules dans cette gamme de longueur d'onde
est due au passage du niveau fondamental a un niveau excité sous I’effet du
rayonnement ; plus précisément au passage d’un électron d’un niveau électronique a un
autre niveau électronique d’énergie supérieure. Le document de base fourni par les
spectrophotometres, appelé spectre,correspond au tracé des variations de 1’absorbance

en fonction de la longueur d'onde des photons incidents.
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Le spectre électromagnétique
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Figure I11-1 Le spectre électromagnétique

I11.1.2. Les spectres dans I'UV

Les spectres dans 1’UV / visible donnent la transmittance ou 1’absorbance de
I’échantillon analysé en fonction de la longueur d’onde du rayonnement ou parfois du
nombre d’onde,son inverse. La transmittance, notée T, est donnée par :

T = %100
Io

ou loest l'intensité incidente et |, I'intensité transmise. L’absorbance est définie
par :

A =-logT

Cette derniere grandeur est trés utile en analyse quantitative par application de la loi
deBeer-Lambert. Plus un composeé est absorbant, plus latransmittance est faible et plus

I’absorbance est élevée.

111.1.3. Origine des absorptions

L’absorption dans le domaine UV / visible est due au passage d'un niveau électronique a
unautre d’énergie supérieure avec changement des niveaux de vibration et de rotation ;
aucours de ce processus, un ¢électron passe d’une orbitale moléculaire a une autre
d’énergiesupérieure. Nous allons dans un premier temps ne considérer que les composés

de lachimie organique. Seules les orbitales moléculaires construites a partir d’orbitales

atomiquess et p sont a prendre en compte[18].
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111.1.4. Appareillage

Il existe dans le commerce différents modeles de spectrophotomeétres. Tout d'abord les
spectrophotometres de type monofaisceau dont un schéma de principe est représenté
sur la figure 11.2. 1l y a deux possibilités selon que I'on travaille en faisceau

monochromatique ou non.

Source lumineuse ==> Echantillon ==> Systéme dispersif ==> détecteur

polychromatique

Il y a, dans ce cas, acquisition instantanée de 1’ensemble du spectre. Le systéme

dispersif peut étre un prisme et le détecteur une barrette de photodiodes.
Source lumineuse ==> Monochromateur ==> Echantillon ==> détecteur

On acquiert le spectre en effectuant un balayage en longueur d’onde a 1’aide du réseau

monochromateur.

. Cellule
Disperseur ' Détecteur  Lecture

Lampe , / _JEch,.' qu} D

'ﬁl Réf,
|| !| /'/

Directeur de | L—ed]
faisceau

Figure I11-2Représentation schématique d’un spectrophotométre.
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Notion de blanc
Lorsqu'une espéce chimique est solubilisée dans un solvant et placée dans une cellule

demesure, I'absorption mesurée correspond a trois absorptions différentes :

o |'absorption due a la cellule qui peut étre en verre, en quartz ou en polymere ;
¢ ['absorption due au solvant ;

¢ |'absorption due a I'espece chimique dissoute.

Les deux premicres absorptions ne sont pas dues a I’espeéce analysée. Il faut donc
lesretrancher. Pour ce faire, on mesure 1’absorbance de la cellule avec du solvant et
onsoustrait 1’absorbance ainsi obtenue (le blanc) a I’absorbance mesurée avec 1’espece

quel’on veut étudier. Ceci est rendu possible par 1’additivité des absorbances.
11 est nécessaire de faire un blanc lorsqu’on utilise un appareil monofaisceau.

Il 'y a ensuite les spectrophotomeétres a double faisceau avec lesquels il n'est
pasnécessaire de faire des blancs ou des lignes de bases. Un faisceau traverse
lecompartiment échantillon et le second le compartiment référence. La soustraction du

blancest faite automatiquement par le logiciel de traitement.
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Figure I11-3Représentations schématiques de spectrophotometres de type double

faisceau avec deux technologies différentes pour la détection. [19]

111.1.4.a. Les sources lumineuses

Deux sources sont d'utilisation courante dans ce domaine :

- la lampe a incandescence a filament de tungstene et enveloppe de verre de silice

pourlapartie visible du spectre ;

- la lampe a décharge au deutérium sous moyenne pression pour les longueurs

d'ondeplus courtes. On opere le changement de lampe vers 350 nm

On utilise également des lampes a décharge au xénon pour la partie visible duspectre.
Pour certains appareils dont la gamme spectrale est limitée a 300 — 1100 nm, il n’ya

qu’une lampe au xénon.
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111.1.4.b. Les monochromateurs

Le monochromateur est utilisé pour extraire du rayonnement émis par les sources
unebande spectrale treés étroite dont on peut faire varier la longueur d'onde. Les
montagesactuels utilisent un réseau plan ou concave comportant 1200 traits par mm
dont la rotationpermet de balayer la zone spectrale entre les limites définies par

I'opérateur. La résolution,largeur de la bande spectrale sélectionnée, est de 1’ordre de

quelgues nm (2 nm pour lesbons spectrophotomeétres commerciaux) [18].

I11.1.4.c. Les détecteurs
Les détecteurs sont soit des barrettes de photodiode lorsqu’on utilise un systéme

dispersifsoit des photomultiplicateurs.

111.1.5. Analyse qualitative
Par définition, la spectrométrie UV / Visible s'applique a des produits contenant
desgroupements chromophores ayant une structure électronique susceptible, par

absorption derayonnement lumineux, de passer a des niveaux d'énergie excités.
En milieu organique, il s'agit principalement des molécules contenant :

- un ou plusieurs noyaux aromatiques ;

- des groupements C=0 (aldéhydes ; cétones) ;

- des groupements N=0O ;

- des groupements N=N.

Les doubles liaisons C=C uniques ont une absorption vers 180-200 nm et sont plus
difficilesa observer. Mais dés que deux doubles liaisons sont conjuguées la bande

d'absorption sedéplace vers la plage 250-400 nm.

En analyse minérale, on caractérise aussi des ions, généralement en provoquant

uneabsorbance trés spécifique avec un réactif approprié.

La connaissance du spectre d'absorption dans ce domaine de longueur d'onde n'est
passuffisante pour déterminer la nature et la structure des composés. Tout d'abord un
spectrene présente genéralement que peu de bandes et ces bandes, par leur seule

position, nesont pas caractéristiques ; des groupements chromophores différents peuvent
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trés bienabsorber la méme longueur d'onde en raison des déplacements dus a leur

environnement

111.1.6. Analyse quantitative
En revanche des que le spectre d'une molécule (d'un groupement chromophore) ou d'un
iondans un complexe adapté est connu, il est tout a fait possible de faire de

I'analysequantitative. On applique alors la loi de Beer-Lambert :
A=Lce

A = absorbance, | = longueur du trajet optique dans la solution, ¢ = concentration en
espéceabsorbante et ¢ = coefficient d’absorption. L’absorbance est une grandeur sans
dimensiondonc si la longueur du trajet optique est exprimée en cm alors le produit de la
concentrationet du coefficient d’absorption doit étre exprimé en cm-1.Si € est exprimée
en mol.L-: alors les unités de ¢ sont des L.moli.cm-1 : ¢ est le coefficientd’absorption
molaire.Si c est exprimée en g.L- alors les unités de ¢ sont des L.g1.cm- : gest le

coefficientd’absorption massique.

I11.1.7. Les avantages de la spectroscopie UV-visible

Les avantages sont nombreux :

% un large domaine d’application (chimie minérale,organique, biochimie, ...);
90%des analyses médicales reposent sur de la spectrométrie UV-visible,

< une grande sensibilité: les limites de détection atteignent couramment 104a10°
M et jusqu’a 10°M aprés certaines modifications,

% une sélectivité largement adaptable: il existe souvent une longueur d’onde que
seul le corps a doser absorbe, ce qui dispense d’une séparation chimique des
composants,

¢+ une grande précision: les erreurs ne dépassent pas 5% et peuvent étre réduites a

guelques dixiemes de pour-cent sous certaines précautions,
¢ la simplicité et la rapidité d’utilisation. )
I11.1.8. Les inconvénients de la spectroscopie UV-visible
¢+ Le faisceau incident peut étre absorbé par des éléments intermédiaires :
- par la cuve: le verre absorbe la plus grande partie du spectre IR et le lointain
uv,
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- par des fibres optiques (si ’appareil en comporte) a coeur silice,

- par Poxygene de I’air: en dessous de 190 nm ’absorption par I’oxygene trouble
systématiquement toutes les mesures,

- par les impuretés sur le trajet de la lumiére : la vapeur d’eau, le CO2
atmosphérique

- parasitent la mesure sur les appareils a simple rayon,

- par le solvant:

++ Déviation de la loi de Beer-Lambert
De nombreux parametres peuvent provoquer une déviation de la loi de Beer-Lambert.

Celle-ci n’est plus vraie quand la concentration devient trop élevée, quand une réaction
modifie lacomposition ou le pH, ou quand il reste des impuretés. En outre elle doit étre

adaptée en cas deliaisons hydrogene avec le solvant, de solvatation, d’interactions

molécule-molécule aux fortesconcentrations, ou de fluorescence.[35]

111.2. La spectrométrie d’absorption atomique

111.2.1. Principe

L'absorption atomique est un processus qui se produit lorsqu’un atome appartenant a
I'état fondamental passe a 1’état excité par I’absorption d’une énergie, sous la forme
d’un rayonnement ¢électromagnétique, qui correspond a une longueur d'onde spécifique.
Le spectre d'absorption atomique d'un élément est constitué d'une série de raies de
résonance, tous originaires de 1’état électronique fondamental et finissent dans différents
états excités. En général, la raie de la transition entre I'état fondamental et le premier
¢état excité définie la plus forte capacité d’absorption, et c'est la raie habituellement
utilisée. Les transitions entre 1’état fondamental et 1’état excité se produire uniquement
lorsque le rayonnement incident, provenant d’une source lumineuse, est exactement
égale a la fréquence d'une transition spécifique. Une partie de I'énergie de la radiation

incidente lo est absorbé. Le rayonnement émis est donné par |
| = log ¢V

Ou ¢ est le coefficient d'absorption de I'élement a analyser et | est la longueur du trajet

horizontal du rayonnement a travers la chambre d’absorption.

30



Chapitre 111 : les techniques d’analyse
I E———

L’absorption atomique est déterminée par la variation de la puissance rayonnante du
faisceau incident en présence et en absence d'atomes analytes dans l’atomiseur. La
largeur de la raie émise par la source lumineuse doit étre plus petite que la largeur de la
raie absorbée de l'analyte. La quantité¢ d'énergie absorbée, a partir d’un faisceau de
rayonnement pour la longueur d'onde d'une raie de résonance, augmentera avec
I’augmentation du nombre d'atomes de I'¢lément sélectionné dans la chambre
d’absorption. La relation entre la quantité de lumiére absorbée et la concentration de
I'analyte présent dans les standards peut étre déterminée. On peut déterminer les
concentrations des echantillons en comparant les quantités de rayonnement absorbé par
ces derniers avec la quantité de radiation absorbé par les standards. La Lecture de

I’instrument peut étre calibrée de facon a afficher les concentrations de 1'échantillon

directement. [20]

111.2.2. Appareillage

Les instruments de base pour la spectrométrie d’absorption atomique comportent quatre
parties principales: Le faisceau lumineux issu de la source (1) traverse la chambre
d’absorption (flamme ou four) (2) dans laquelle 1’¢lément se trouve porté a 1’état
atomique, avant d’étre focalisé sur la fente d’entrée d’un monochromateur (3) qui

sélectionne un intervalle tres étroit de longueurs d’onde. Le trajet optique se termine sur

la fenétre d’entrée du détecteur (4) (Figure 111.4). [20]
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Figure -4Les instruments de base pour la spectrométrie d’absorption atomique.

Il existe également deux types de spectrometre : le Mono faisceau et le double faisceau,

le deuxiéme est plus performant que le premier comme le montre le schéma suivant :

La lecture dans le cas du double faisceau représente le rapport de 1’échantillon et de

faisceau de référence, ceci permet de gagner une meilleure stabilité du signal
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Figure I11-5Spectrophotometres de flamme : (a) appareil a simple faisceau (b) appareil

a double faisceau.[21]

111.2.2.a. Source lumineuse

Elle consiste a émettre une radiation de résonance par I’élément méme qu’on veut doser

Les sources d’émission doivent étre stables dans le temps, présenter une luminance
¢élevée pour le spectre de 1’élément avec un fond continu faible et enfin avoir une durée
de vie assez longue. Elles sont généralement constituées de lampe a cathode creuse ou

lampe a décharge électronique. [22]
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e Les lampes a cathode creuse

Elle existe pratiquement pour tous les éléments meétalliques, notamment les métaux
lourds. Dans une lampe a cathode creuse commerciale, la cathode posséde une forme
cylindrique creuse, fermée sur un cété. La lampe est scellée et contient un gaz rare
(Argon ou Néon) a une pression de quelques mbar. Pour une intensité électrique de 10

mA (a environ 500 V) on a:

Une émission d’¢lectrons hautement énergétiques a la cathode qui provoque une
ionisation du gaz de remplissage (Argon ou Néon), les cations formés bombarderont
ensuite la cathode ce qui provoquera ¢jection d’un atome de métal excité, le retour a

I’état fondamental de ce dernier s’accompagnera d’une émission d’énergie sous forme

d’une radiation spécifique. [23]

e Les lampes a décharge électronique

Les lampes a décharge ont été surtout utilisées pour 1’analyse des éléments alcalins

etvolatils. Elles sont remplacées, a I’heure actuelle, par les lampes a cathode creuse ou
leslampes sans électrode. [24]
e Autres sources lumineuses
- Lampe a décharge sans électrode
- Super lampe et ultra lampe

- Lampe a vapeur demercure.

111.2.2.b. Introduction des échantillons en solution

En général, les échantillons destinés a une analyse par spectrométrie atomique sont pour
la plupart dissouts en milieu aqueux et introduit dans 1’atomiseur par un nebuliseur,
celui-ci aspire 1’échantillon liquide a travers un capillaire par un flux de gaz a haute
pression qui s’écoule autour de I’extrémité du tube (effet Bernoulli). La vitesse trés

élevée du gaz provoque la rupture du liquide en fines gouttelettes de dimension variées,

qui sont alors entrainées dans I’atomiseur. [22]
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111.2.2.c. Chambre d’absorption

Les chambres d'absorption les plus utilisées en spectrométrie sont la flamme et le four
graphite qui sont capables, a partir d'éléments présents en solution, de fournir des
atomes libres en proportion suffisante pour utiliser la technique d'absorption.

Il existe également la méthode FIAS (Flow Injection Atomic Spectrometry) et FIAS

Hydrures/Mercure dans certains cas particuliers.

111.2.2.d. La flamme (atomiseur)

En SAA par flamme, les solutions d'échantillon sont généralement nébulisés grace a un
capillaire et un venturi dans une chambre de pulvérisation et l'aérosol produit est
conduit, accompagné de la combustion résultant du mélange gaz et oxydant, dans un

brdleur approprié.

Il faut noter que seulement 10% de la solution se retrouvent dans la flamme et qu'apreés
des phénomenes complexes de vaporisation, dissociation, recombinaison, on obtient une

proportion plus ou moins forte d'atomes libres susceptibles d'absorber le rayonnement.

C'est pour cela que l'on est obligé de préparer des étalons ayant une composition (une
matrice) aussi voisine que possible que celle des échantillons afin de maitriser au mieux

les phénomenes physico-chimiques (nébulisation, vaporisation, réactions chimiques) qui

interviennent dans l'obtention des atomes libres a I'état fondamental. [22]

111.2.2.e. Atomiseur électrothermique (four graphite)
Aprés insertion de I'échantillon sur une plate-forme montée dans 1’atomiseur
électrothermique, une séquence de chauffage est initiée, le tube est chauffé par effet

Joule. Le procédé d’atomisation se déroule en trois étapes

e Séchage ou I'échantillon est chauffé pendant 20 a 30 s a 110 ° C afin d’évaporer les

solvants ou des composant trés volatile de la matrice.

e La décomposition s’effectue a une température intermédiaire (souvent 500 ° C) pour
la volatilisation des composants réfractaires de la matrice ainsi que la pyrolyse des
composés organiques (les graisses et les huiles). La température de calcination ne doit

pas étre trop élevée ou maintenue trop longtemps, sinon il y a risque de perdre ’analyte.
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¢ Dans I'atomisation, la puissance maximale est appliquée pour monter la température
du four aussi rapidement que possible a la température d'atomisation sélectionnée. Le
résidu analyte se volatilise et se dissocie en atomes libres qui absorbent la lumiére de la

source SAA. Le signal d'absorption transitoire doit &tre mesuré rapidement.

L’atomiseur électrothermique offre plusieurs caractéristiques intéressantes par rapport a

la flamme :

- Une faible quantité d’analyte de 1’ordre de (10-6 a 10-8 g) est nécessaire.

- Les phases solides peuvent étre analysées directement, tres souvent, sans
prétraitement.

- Le niveau de bruit de fond est trés bas.

- Augmentation de la sensibilité car la production d’atomes analytes libres est plus

importante que dans la flamme. [23]

111.2.2.f. Monochromateur

Le faisceau incident (source émise) est un spectre de raies qui contient : les raies de
I’¢lément a doser et les raies du gaz de remplissage, les raies d’éventuelles impuretés
ainsi que les raies de I’atomiseur (flamme) par conséquent, c’est une lumicre
polychromatique. Le rdle du monochromateur consiste a éliminer toute la lumiére,

quelle que soit son origine, ayant une longueur d’onde différente de celle a laquelle on

travaille pour avoir un faisceau monochromatique. [25]

111.2.2.9. Détecteur et dispositif de mesure

Dans les méthodes physiques d'analyse, I'appareil utilisé fournit un résultat qui sera le
plus souvent un signal électrique représentatif de la grandeur a mesurer : le détecteur est
donc un "transformateur” qui fournit un courant ou une tension a partir d'une

caractéristique physico-chimique.

En spectrophotométrie d’absorption, la grandeur physique observée est le flux lumineux

recu par un détecteur de photons. 1l existe trois types de détecteurs :

- Les détecteurs thermiques
- Les détecteurs pyroélectriques

- Le photomultiplicateur.
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La plupart des spectrometres modernes utilisent comme détecteur un
photomultiplicateur relié & un étage damplification, le flux lumineux recu par le
photomultiplicateur n’est pas directement proportionnel a la concentration de 1’¢élément
a doser. En effet I’absorbance n’est proportionnelle a la concentration que dans un
domaine analytique limité et qu’au-dela d’une certaine concentration la droite s’incurve.
Les appareils modernes comportent généralement un microprocesseur permettant une

correction mathématique des différentes interférences.

111.2.3. Avantages de la SAA
% Haute sensibilité (peut détecter a I’ordre de 10 *? g).
% Grande spécificité.
+ Faible quantité de substancenécessaire (1 ml de la solution peut suffire).
+» Rapidité et facilité de préparation des solutionsétalons. !¢
111.2.4. Inconvenients de la SAA
¢+ Nécessité d'utiliser pour chaque élément a doser une source caractéristique.
¢+ Technique d'analyse destructrice.
++ Domaine d'application limité presqueexclusivement aux métaux (Cu, Zn, Pb, Cr,

Fe, Cd, etc....).
[36]

>

«» Nécessité d'avoir desconcentrations assez faibles.

L)

I11.3. La spectroscopie infrarouge

111.3.1. Définition et principe

La spectrométrie infrarouge est la mesure de la diminution de I’intensit¢ du
rayonnement qui traverse un échantillon en fonction de la longueur d’onde. Le
rayonnement infrarouge dispense suffisamment d’énergie pour stimuler les vibrations
moléculaires a des niveaux d’énergie supérieurs. La spectrométrie infrarouge s'utilise
principalement pour I'analyse qualitative d'une molécule en mettant en évidence la
présence de liaisons entre les atomes (fonctions et groupements). La majorité des
applications se situe entre 2,5 et 15 um soit en nombre d'ondes de 4000 cm-1 a 670 cm-

1 (IR moyen).

En plus du mouvement de vibration, chaque molécule diatomique possede un
mouvement de rotation, d'énergie moindre, qui induit lI'existence d'une structure fine des

transitions. Ceci implique une multiplication des raies qui peut devenir une bande si la
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résolution devient insuffisante. Pour observer cette structure fine, il est nécessaire de
travailler en phase gazeuse afin de permettre aux différentes molécules de tourner
librement sans changer trop souvent d'état rotationnel lors d'une collision avec une autre

molécule

Un spectre infrarouge est traditionnellement présenté en transmission (fraction de
I'intensité transmise par rapport a l'intensité incidente) exprimée en pourcentage et I'axe
des abscisses en fonction du nombre d'onde (inverse de la longueur d'onde), sur un axe
dirigé vers la gauche. La loi de Beer-Lambert (A =f[C]) est Vérifiée en infrarouge, ce

qui en fait une méthode d'analyse quantitative.[26]

111.3.2. Appareillagel?’]

Il existe deux grands types d’appareils. Leurs différences résident essentiellement dans

le systeme de sélecteurs de longueurs d’onde.

111.3.2.a. Spectromeétres dispersifs
Les premiers spectromeétres infrarouges sont de type dispersif. Ces appareils sont

congus selon le schéma de principe représenté sur la figure I11.6 :

systéme dispersif

cellule de ]\ enregistrenr
référence
fais cean de \
TeIeTeEHCE
faiscean 1 Faiscean
incident L1 fransmis \
4 cellule de
source de ' .
radiations IR I'échantillon
détectenr

Figure I11-6Schéma de principe d'un spectromeétre IR dispersif
Ces instruments séparent les fréquences de I'énergie émise a partir de la source
infrarouge a I'aide d’un prisme (en chlorure de sodium utilisable jusqu’a 650 cm-1
ou en bromure de potassium utilisable jusqu'a 400 cm-1) ou de réseaux, éléments
dispersifs plus efficaces (bloc de silice sur lequel on a gravé des traits, métallique

en surface).

Le détecteur mesure la quantité d’énergie pour chaque fréquence qui passe a

travers I'échantillon. Il en résulte un spectre qui est le tracé de l'intensité en
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fonction du nombre d’onde | = f(v). Les détecteurs utilisés antérieurement étaient

de type thermique (thermocouples).
Les inconvénients de ces appareils sont :

- la relative lenteur des mesures (étant donné que I’instrument mesure chaque
fréquence individuellement, 1’enregistrement d’un échantillon prend de 10 a
15minutes)

- la relative insensibilite (la détection nécessite une quantité raisonnable de
produit pour une analyse exploitable). Actuellement, il est nécessaire de détecter
0,01% d’un composé dans une matrice ou 10 ppb d’une substance dans I’air.

- la complexité mécanique (existence de certaines parties mobiles toutes sujettes a

des problemes de casse mécanique).

111.3.2.b. Spectrometres a transformée de Fourier (FT-IR) (non
dispersifs)

Les spectrometres FT-IR ont été développés pour apporter une réponse aux

limitations des spectrometres dispersifs. La difficulté principale a résoudre était

celle de la lenteur de I'acquisition. Il était indispensable d’'imaginer un dispositif

mesurant toutes les fréquences simultanément. Ce dispositif est I'interférometre.
% Fonctionnement du spectromeétre FT-IR

Un spectrometre FT-IR comporte essentiellement cing parties (Figure I11.7) :

* Une source lumineuse

» Un dispositif permettant de générer les interférences : I’interférometre

* Un compartiment ¢échantillon qui permet d’accueillir plusieurs types
d’accessoires(porte-échantillon) dépendant du mode de mesures utilisé (réflexion out

ransmission).

» Un détecteur ou capteur photosensible : le spectrometre FT-IR peut comporter unou

plusieurs détecteurs, pouvant étre de type
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- pyroélectrique (générant un courant proportionnel au différentiel detempérature
entre les 2 faces du détecteur) comme les détecteurs DTGS(Deuterated Tri-
glycine Sulfate),

- photoélectrique (générant une différence de potentiel par 1’absorption
dephotons) comme les detecteurs MCT (Mercure Cadmium Tellure) qui
sontconstitués d’un monocristal en alliage de mercure-cadmium-tellure déposé

surun support inerte.

Enfin, le convertisseur analogique numérique qui interroge le détecteur a desintervalles
réguliers et transforme le signal analogique en un signal numeriquemanipulable par le

systeme informatique.

ECHANTILLON
= DETECTEUR

[]J—P INTERFEROMETRE

GLOBAR
(source IR)

ORDINATEUR

Figure NI-7Schéma de principe d’'un spectrométre FT-IR

®,

% Génération du spectre FT-IR
Le processus de génération du spectre de I’échantillon comporte 4 étapes

1 - enregistrement d'un interférogramme simple-faisceau de référence sur le

supportporte-échantillon

2 - enregistrement d'un interférogramme simple-faisceau de I'échantillon

3 - transformation de Fourier inverse des interférogrammes et opérations post-
Fourier

4 - calcul du spectre d’absorbance (ou de transmittance) a partir des spectres

simples faisceau
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111.3.3. Avantages de la spectroscopie FT-IR
v Rapidité: du fait d’'une mesure simultanée de toutes les fréquences, la mesure
durequelques secondes. Un spectre de 800-8000 cm -1 de résolution de 2 cm-1,
mesuré en30 minutes sur un spectrometre dispersif, sera collecté en 1 seconde au
méme rapportsignal/bruit.
v Reproductibilité et fiabilité

\

Haute résolution spectrale

v Simplicité mécanique : la seule partie mobile de I’instrument est le miroir
mobile.

v' Calibration interne : ces spectrometres sont auto-calibrés et ne nécessitent jamais
decalibration par I’utilisateur. Un laser He-Ne permet de repérer avec précision
laposition du miroir mobile.

v' Sensibilité : la sensibilité est trés largement améliorée par rapport aux

systemesdispersifs. La possibilité de réaliser plusieurs acquisitions permet

d’améliorerconsidérablement le rapport signal/bruit. La trés bonne sensibilité
permetd’envisager des applications en contréle qualité (identification de

contaminants parexemple).

111.3.4. Analyse quantitative

Le principe de I’analyse quantitative par absorption IR repose (comme dans le cas de
’absorption atomique et de I’absorptionUV-Vis) sur la loi de Beer-Lambert. Cette loi
fournit une relation mathématique entre le rayonnement infrarouge absorbépar

I’échantillon et la concentration de 1’échantillon.

Avec A I’absorbance, ¢ le coeficient d’absorption molaire(L.mol-1.cm-1), | la longueur

du trajet optique (cm) et ¢ laconcentration molaire (mol.L-1)

En pratique, la loi de Beer-Lambert est tres régulierement sujette a des écarts pour les

raisons suivantes :
« La condition de monochromaticité : difficile a respecter

Les sources IR émettent peu d’énergie si bien que pour obtenir un signal suffisant au

niveau du détecteur on doit émettredes faisceaux plus larges (en longueur d’onde). De
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plus, les bandes d’absorption IR sont nettement plus fines que lesbandes d’absorption

UV-Vis et sont donc plus difficiles a isoler.
« La lumieére diffuse dans le monochromateur : difficile a éliminer

La lumiere diffuse (parasite) dans le monochromateur peut atteindre un niveau génant.
Dans le domaine des grandeslongueurs d’onde, 1’énergie de la source devient de plus en
plus faible, alors que la lumiére totale entrant dans lemonochromateur est élevee : la

lumiere parasite est proportionnelle a cette lumiere totale.
* La planeité et le parallélisme des fenétres : difficiles a obtenir.

Pour réaliser des mesures en absorption IR quantitatives, on utilise des courbes

d’étalonnage empiriques. Généralementd’autres techniques (comme 1’absorption, UV-

Vis) sont privilégiées pour réaliser des analyses quantitatives[zg]

I11.4. La chromatographie

I11.4.1. Principe de la chromatographie
La chromatographie est une méthode de séparation des constituants d'un mélangeméme

tres complexe.ll existe trois principaux types de chromatographie :

= la chromatographie en phase gazeuse(CPG)
= la chromatographie en phase liquide ahaute performance (HPLC)

= |a chromatographie en couche mince(CCM).

Les deux premieres méthodes peuvent étre assez largement décrites par des
théoriescommunes. Dans les deux cas, un fluide appelé phase mobile parcourt un tube
appelécolonne. Cette colonne peut contenir des "granulés™ poreux (colonne remplie) ou
étrerecouverte a l'intérieur d'un film mince (colonne capillaire). Dans les deux cas,
lacolonne est appelée phase stationnaire. A l'instant initial, le mélange a separer
estinjecté a I'entrée de la colonne ou il se dilue dans la phase mobile qui I'entraine

atravers la colonne.

Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants du mélange,
appelésgénéralement les solutés, sont inégalement retenus lors de la traversée de la

colonne.
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De ce phénomene appelé rétention il résulte que les constituants du mélange injecté
sedéplacent tous moins vite que la phase mobile et que leurs vitesses de
déplacementsont différentes. Ils sont ainsi élués de la colonne les uns apres les autres et

doncseparés.

Un détecteur placé a la sortie de la colonne couplé a un enregistreur permet d'obtenirun
tracé appelé chromatogramme. En effet, il dirige sur un enregistreur un signalconstant
appelé ligne de base en présence du fluide porteur seul ; au passage dechaque soluté

séparé il conduit dans le temps a I'enregistrement d'un pic.

Dans des conditions chromatographiques données, le "temps de rétention” (temps
aubout duquel un composé est élué de la colonne et détecté), caractérise
qualitativementune substance. L'amplitude de ces pics, ou encore l'aire limitée par ces
pics et laprolongation de la ligne de base permet de mesurer la concentration de chaque

solutédans le mélange injecté.

111.4.2. La chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC)!!

La chromatographie permet la séparation ou la purification d'un ou de plusieurs

composés d'un mélange en vue deleur identification et de leur quantification.

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n'étaient

auparavant pas possible avecles techniques sur couche mince ou en phase gazeuse.

A l'origine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le
liquide traversait la phasestationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le débit, des manipulations ont été réaliséessous pression plus forte. C'est ce
que l'on a appelér la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC).
Tresrapidement le P de pression est devenu le P de performance lorsque I'on a optimisé
la technique (diminution de lataille de particules de la phase stationnaire, régularité de

cette phase...).

I11.4.2.a. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phasemobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnairedans un tube appelé colonne

chromatographique.
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La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéeme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du systeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité
entre la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne gréce a un détecteur approprié les différents solutés sont
caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.

111.4.2.b. Les différents modes de séparation

Il existe différents modes de séparation en chromatographie en phase liquide :
* I'adsorption

* le partage (80% des séparations)

* I' échange d'ions

* l'exclusion

Les trois premiers types utilisent la polarité des solutés pour les séparer.
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111.4.2.c. Appareillage

Schéma de principe
d'une chaine d'"HPLC

Systeme
d'intégration et
dicateur de d'impression
pression et débit

Résevoir de solvant

Fompe £ S

Systeme d'injection

Détecteur

Détecteurf (L 111 e o
am ae

Colonne

La phase mobile est pompée a partir d'une bouteille et parcourt en permanence le
chromatographe : I'injecteur, lacolonne dans le four et le détecteur. La température du

four est maintenue constante. Le signal du détecteur est amplifié et enregistré.

Réservoir de la phase mobile (solvant) :Le plus souvent ce réservoir est une bouteille
en verre dans lequel plonge un tube avec une extrémité filtrante entéflon. S'il est
nécessaire le dégazage peut se faire par agitation puis conservation du solvant sous

atmosphéred'hélium.

Pompe :Elle délivre en continu la phase mobile. Elle est définie par la pression qu'elle
permet d'atteindre dans la colonne, sondébit, et la stabilité du flux. Certaines pompes

sont pilotées par informatique

Injecteur : Le type d'injecteur le plus couramment utilisé comporte une vanne a boucle
d'échantillonnage d'une capacité fixe(10, 20, 50 uL...). Cette boucle permet d'introduire
I'échantillon sans modifier la pression dans la colonne.

Elle possede 2 positions. La premiere permet le remplissage de la boucle d'injection de
volume fixe (load), laseconde permet la mise en circulation de I'échantillon dans le

systéeme chromatographique (inject). Le remplissage de la boucle d'injection se fait a
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I'aide d'une seringue.

Colonne : En mode analytique, les colonnes en inox ont géneralement un diametre
interne de 4,6mm. La longueur est de 5,10, 15, ou 25cm. Le remplissage (en silice,
silice greffée ou particules polymériques) a une granulométrie de 3, 5, oulOum. Le
diametre interne d'une colonne est usuellement de 4 ou 4,6 mm. Si des substances pures
doivent étrecollectées en fin de chromatogramme des colonnes de gros diamétre seront

nécessaires.

Les détecteurs

Le détecteur suit en continu I'apparition des solutés. Pour détecter, on utilise différents
phénomenesphysico-chimiques. Le signal obtenu est enregistré en fonction du temps.
Généralement, on compare le signalobtenu pour la phase mobile et le soluté a celui de la

phase mobile seule.

Le détecteur le plus utilisé en CLHP est un spectrophotometre d'absorption UV-visible

(190-600 nm) relié a la sortiede la colonne.
Il existe d'autres détecteurs :

= Réfractometre différentiel
= UV a barrette de diodes
= Electrochimique

= fluorimétrique...
ainsi que différents types de couplage :

» Spectrométrie infrarouge
» Spectrométrie de masse

» Reésonance Magnétique Nucléaire...

Intégrateurs

La chromatographie est une méthode de séparation utilisée en vue d'un dosage. Il faut
donc avant tout chercher aséparer correctement les pics avant de les intégrer. Une

intégration consiste a mesurer la surface sous un pic.

o la largeur attendue des pics
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e le seuil d'intégration (sensibilité)

La largeur de pic est a peu preés prévisible en fonctions de la technique d'analyse et des
conditions opératoires. Elledétermine la fréquence d'échantillonnage du signal. Le pic
est alors découpé en tranches. Le seuil d'intégration est lavaleur du signal a partir de

laquelle le calculateur repere un début de pic.

111.4.2.d. Avantages et inconvénients de HPLC

% Rapidité et efficacité

Comparativement a d'autres techniques de Chromatographie, telles que TLC, HPLC est
extrémement rapide et efficace. Il utilise une pompe, plutdt que de la gravité, pour
forcer un solvant liquide a travers un matériau adsorbant solide, avec différents
composants chimiques a séparer qui se déplacent a des vitesses différentes. Le
processus peut étre complété en environ 10 a 30 minutes, et il offre une haute
résolution. Il est précis et hautement reproductible. Parce que ce est en grande partie
automatisé, HPLC pistes de base peuvent étre effectuées avec un minimum de

formation.
«» Lasensibilité et la résolution

En général, la CLHP est polyvalent et extrémement précise en ce qui concerne
I'identification et la quantification des composants chimiques. Il existe un grand nombre
d'étapes, et la précision de HPLC est en grande partie vers le procédé étant automatisé et
donc hautement reproductible. Cependant, HPLC ne ont une faible sensibilité pour
certains composés, et certains ne peut pas étre détecté comme ils sont irréversiblement

adsorbées. Les substances volatiles sont mieux séparés par GC.

111.4.3. La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de séparation des molécules.
Elle est utilisée pour repérer les substances qui composent un mélange gazeux ou

susceptibles de le devenir sans décomposition par chauffage.

I11.4.3.a. Principe de la chromatographie en phase gazeuse

Les éléments gazeux ou volatils d'un échantillon sont placés dans un injecteur. lls vont

ensuite étre emportés (phase mobile) par un gaz porteur qui va les amener dans la phase
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stationnaire pour qu'ils y soient séparés. Il sagit bien souvent d'un liquide ou
d'un solide. Plus un élément a d'affinité avec la phasestationnaire, plus il prendra de

temps pour sortir de la colonne de chromatographie. Les éléments peuvent étre

identifiés mais aussi quantifiés.[?’o]

Le mélange a ¢éluer est injecté a 1’aide d’une seringue. Un fois vaporisés par 1’injecteur,
les composés sont entrainés dans la colonne par le gaz vecteur (le plus souvent He ou
N2). Suivant I’affinité avec la phase stationnaire, les composés sont séparés avant
d’étredétectés en sortie de colonne. Les appareils de CPG sont frequemment couplés
avec un spectrometre de masse pour l'identification des composés au fur et & mesure de

le leur élution.[31]

111.4.3.b. Appareillage de CPG
Dans la configuration la plus classique, le chromatographe est équipé d'un injecteur
diviseur, d'une colonne capillaire et d'un détecteur a ionisation de flamme. Les données

sont traitées par un systeme informatique.

injecteur détecteur DIF

régulateur de débit_
8

I 1 \\_)
Ai H
i 2 He colonne l|
) exploitation
™~ gaz vecteur des données
o
gaz pour DIF

Figure 111-8Schéma d'un appareil de CPG (chromatographie en phase gazeuse), muni
d'un détecteur a ionisation de flamme (DIF)[32]

« L'injecteur de CPG

Les produits sont injectés grace a des micros seringues (volume de 0,5puL a 10 pL).
On rencontre en général 2 types d’injecteurs : avec diviseur (Split) ou sans diviseur de

flux (splitless).
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Les injecteurs a diviseurs de flux permettent d’injecter de tres faibles volumes ce qui
permet de ne pas saturer la colonne. Le split correspond a un ratio entre la partie
réellement injectée dans la colonne et celle dirigée vers l'extérieur de l'appareil.

Le mode splitless est recommandé pour la détection de traces.

En mode splitless, la vanne de fuite est fermée pendant I’injection (de 30 secondes a 1
minute), le solvant et le soluté sont piégés en téte de colonne grace a une faible
température de four. L’augmentation de la température du four permet ensuite d’éluer

les composés et le solvant qui sort le ler.

On utilise une seringue de faible diametre qui permet de déposer 1’échantillon dans la

colonne.La plupart des injections s’effectuent maintenant de fagon automatisée ce qui

permet d’avoir une meilleure reproductibilité[gz]

% Les principaux détecteurs de CPG

Les catharométres : ils sont basés sur la conductibilité thermique des gaz. lls sont
universels mais peu sensibles (la quantité minimale détectée est de ’ordre de 1 a4 10ng) .
La réponse du détecteur est proportionnelle a la concentration en substance Ils sont non-
destructif et peuvent étre utilisés avec de I’Hélium ou de I’hydrogéne comme gaz

vecteur.

Les FID (Détecteur a ionisation de flamme) : c’est le plus courant des détecteurs en
CPG grace a sa sensibilité mais il ne convient pas aux composes inorganiques. Les
composés sont bralés dans une flamme air-hydrogene. Une électrode collecte les ions
carbones formés qui générent un courant d’ionisation. Aprés amplification, on obtient
un signal proportionnel au débit-masse du soluté. 1ls ont une large gamme de linéarite et

détectent des quantités de substance de 1’ordre de 20 a 100 pg. Comme pour le

catharometre, I’hélium et ’hydrogéne peuvent tre utilisés comme gaz vecteur. [(33]

«» Autres détecteurs

Thermoionique : utilisés pour les composes azotés ou phosphorés, ou halogénés. Les
composés azotés minéraux ne sont pas détectés. Gaz vecteur : azote
A capture d’électrons : detection de molécules ayant des groupements électrophiles

donc ayant une grande affinité électronique. Il est particulierement adapté aux composés
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halogénés.

A photométrie de flamme : principalement utilisé pour les composes contenant du
soufre ou du phosphore ou P. sa réponse est proportionnelle au débit massique. Gaz
vecteur : N2 ; H

Spectrométrie de masse : trés sensible (moins d’1 pg) et universel. Gaz vecteur : He
Infrarouge : Assez peu sensible mais universel. Les gaz vecteurs compatibles sont
I’hydrogéne, I’azote et 1’hélium

Photoionisation : adapté a la détection de composés ionisables. Le détecteur est tres
sensible et sa réponse est proportionnelle sur une large gamme a la concentration en

soluté.

Plasma HF : pour la détection des gaz permanents[33]

I11.4.3.c. Avantages et inconvenients de la CPG

+** Avantages :
v" Capacité a séparer des constituants d’un mélange complexe
v Rapidité d’exécution

v" Précision dans le dosage de petits échantillons

v

Possibilités d’automatisation

X/
*

Inconvénients :

<\

composé de PM>300 — non volatilisables ,substances ioniques thermolabiles

<\

Injection directe pour les solutés volatils ou volatilisables

<

Injection apres dérivation (transformation chimique ) lorsque :
- Te° d’eb trop élevée
- trop polaire

- détection peu sensible et peu sélective.

I11.5. Fluorescence a rayon X

111.5.1. Principe de FRX

La fluorescence X repose sur la théorie de la quantification des niveaux d’énergie
comme lesautres méthodes précédemment décrites. Elle résulte directement de 1’effet
d’un rayonnement X émispar un tube a rayons X ou une source radioactive sur un

échantillon.
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Lorsqu’un photon X (de haute énergie) rencontre un atome, il est susceptible de lui
arracherun ¢électron des couches électroniques profondes aboutissant a 1’ionisation de
I’atome . Ce dernier,devenu instable, se « réorganise » c¢’est-a-dire que des électrons des
couches plus externes vont sesubstituer a 1’électron manquant en émettant un photon X.
L’énergie de ce photon est caractéristiquede 1’atome soumis au rayonnement X crée par

la source et permet ainsi de le détecter dans un mélange.

e ]
Excité hV
hV émission

Q<
excltation \ /
_@_

Repos —@—

Figure 111-9 shéma de principe de la fluorescence X

Ainsi le spectre analysé permet de détecter de maniére tres sélective et de doser (en
mesurantl’intensité du rayonnement X reémis par I’atome) les éléments contenus dans

I’échantillon

111.5.2. Avantages et inconvénients de la fluorescence X

< Avantages(®’]

- La fluorescence X présente l'avantage de permettre I'analyse de la presque totalité des
éléments d'intérét. Bien que la sensibilité pour les éléments légers soit relativement

faible, l'analyse de ces éléments reste cependant possible.

- Pour des éléments en teneur 100 ppm et éventuellement 50 ppm, l'analyse
semiquantitative panoramique (SSQ) fournit en premiere approximation des résultats

tres acceptables, a 25 % relatif prés.

% Inconvénients

- La fluorescence X n'est pas vraiment une technique d'analyse d'ultra-traces, les seuils

de détection et de quantification sont plus élevés qu'en ICP-MS. [¥7]

- Plusieurs grammes de produit sont nécessaires pour confectionner une pastille. 7]
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- La technologie et la précision des capteurs limitent la détection des photons a faible
niveau d’énergie (numéro atomique inférieur a 22).

-La puissance de la source limite la possibilité d’éjecter un électron d’un atome lourd.
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Conclusion générale

Chacune des techniques présentées dans ce travail sert a analyser une catégorie de
polluants et permet leurs caractérisations ou leurs dosages, en conclusion on peut dire :

< les composés organiques persistants ainsi que les colorants, et en particulier
ceux présentant un haut degre de conjugaison, absorbent dans les régions visible
et ultraviolette du spectre électromagnétique, donc la spectroscopie d’absorption
UV-Visible s’avére une excellente technique pour leurs analyse et les résultats
sont plus précis quand le spectrophotometre UV-visible est utilisé comme
détecteur pour une HPLC. La présence d'un analyte donne une réponse que I'on
peut supposer proportionnelle & la concentration. Mais pour des résultats précis,
la réponse de l'instrument a I'analyte dans la solution inconnue doit étre
comparée a un étalon: c'est assez similaire a l'utilisation de courbes

d'étalonnage.

¢+ La spectrophotométrie d'absorption atomique est essentiellement une méthode
d'analyse quantitative qui convient beaucoup mieux a la détermination des traces
qu'a celle des composants majeurs.

% La spectrométrie d'absorption atomique permet le dosage de nombreux
matériaux inorganiques (roches et minerais, métaux et alliages...). Elle est donc
trés adaptée a I’analyse des métaux lourds. Elle permet aussi de quantifier ces
derniers dans déeférents milieux ; en solutions, eaux, tissus végétaux et animaux,

des liquides biologiques.

*,
°

La spectrométrie IR est une méthode de caractérisation rapide et sensible de la
plupart des molécules existantes. Elle peut servir pour la caractérisation et
I’analyse d’une grande gamme de composés tel que les hydrocarbures et les

déférents pesticides. Son utilisation est simple et le colt de son instrumentation

en fait un outil accessible a la plupart des laboratoires. [26]

% La chromatographie que ce soit la CPG ou HPLC est une excellente technique
pour identifier et séparer les polluants avant d’étre analysés. Son couplage avec
I’une des autres techniques rend le dosage des substance récalcitrantes possible a

des trés faibles concentrations.
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