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Sommaire

Depuis quelques années, les alumineries remarquent que la matière première (bauxite)

contient de plus en plus de composés organiques. L'accumulation de ceux-ci dans la

liqueur Bayer par son recyclage dans le procédé amène une augmentation de la

concentration des organiques dans celle-ci. Les problèmes reliés à la présence de ces

composés organiques dans la liqueur Bayer ont été longtemps négligés. Par contre, avec

1'augmentation de la teneur en organique dans la matière première, ces composés

suscitent de plus en plus l'attention de la part des alumineries à travers le monde.

Plusieurs méthodes dites « classique » ont été appliquées à la caractérisation et la

quantification de ces composés dans la liqueur, mais les coûts, le temps d'analyse et les

perfonnances obtenues demandent d'etre réévalués constamment dans un contexte

d'amélioration continue. C'est à ce moment qu'une « jeune » méthode comme

l'électrophorèse capillaire doit être évaluée pour la séparation des organiques dans la

liqueur Bayer.

u

Le présent projet de maîtrise vise à explorer l'utilisation de l'électrophorèse capillaire

afin de séparer différents composés organiques qui sont contenus dans la liqueur Bayer.

Principalement trois familles de composés organiques sont visées soit : les acides

carboxyliques aliphatiques, les acides carboxyliques aromatiques et les matières

humiques. Ce n'est qu'un échantillon des différentes familles d'organiques qui se

retrouvent dans la liqueur. Par contre, ces familles de produits attirent particulièrement

l'attention des alumineries.
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0 La séparation des acides carboxyliques aromatiques a été réalisée par électrophorèse

capillaire en solution libre en mode anodique pour les aliphatiques et les aromatiques.

L'investigation qui fut réalisée montre l'utilité de l'électrophorèse capillaire pour la

separation rapide de ces composés (moins de 10 minutes). Une série d'acides

carboxyliques aliphatiques a été séparée en moins de 30 secondes. Différentes empreintes

effectuées sur différentes liqueurs avec un mode de détection universel ont montré la

possibilité d'identifier rapidement plusieurs familles de composés dans une seule

separation. L'utilisation d'un détecteur sélectif dans le cas des acides carboxyliques

aromatiques permet d'obtenir une évaluation rapide de l'aromaticité de différentes

liqueurs. Une méthode a également été élaborée pour la quantification des acides

carboxyliques aromatiques après une extraction liquide/liquide afin de simplifier la

matrice. Les résultats obtenus sont très convenables. De plus, cette méthode a pennis de

relier la mobilité électrophorétique des acides carboxyliques aromatiques à leur rapport

charge sur masse pour pennettre revaluation de la charge effective de certains polyacides

et/ou polyalcools.

Les essais effectués pour la séparation des acides humiques par focalisation isoélectrique

capillaire semblent très encourageants. Les analystes modernes ne parviennent qu'à

obtenir une empreinte de cette famille de composés, les résultats obtenus laissent

présumer qu'un jour, il sera possible de les séparer en espèce individuelle. Mais le gros

du travail reste à faire.

D
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l. Introduction

1.1 L'industrie de l'aluminium

L'aluminium est produit par deux procédés : l) le procédé Bayer, breveté en 1888 par

un australien du nom de Karl Joseph Bayer, qui consiste en l'extraction sélective de

l'hydrate d'alumine dans une solution d'hydroxyde de sodium concentrée, l'hydrate

est ensuite précipité, et finalement calciné pour la déshydratation (l), et 2) le procédé

Hall et Hérault, découvert simultanément, mais indépendamment en 1886, par ces

deux chercheurs, consiste en la transformation de l'alumine en aluminium par une

réduction électro lytique dans une solution de sels fondus d'alumine et de cryolithe

(NasAlFe) (2).

u

1.1.1. Le procédé Bayer

Le procédé Bayer comporte cinq étapes principales tel qu'illustré à la figure l (l).

Ces étapes sont : le broyage, la digestion, la décantation, la précipitation et la

calcination (1). La digestion consiste en la solubilisation du trihydrate d'alumine dans

une solution caustique (hydroxyde de sodium concentré à environ 4 M) à l'intérieur

d'autoclaves opérés à des températures comprissent entre 135 et 143 °C et à une

pression de 4 atm (1). Les principales impuretés inorganiques contenues dans la

bauxite tels les composés de fer, de titane, de silicium sont insolubles dans ces

conditions, et elles restent dans la liqueur sous forme de résidus solides formant la

boue rouge.
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Figure 1. Diagramme du procédé Bayer.
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L'étape suivante consiste en la séparation de la liqueur Bayer et de la boue rouge par

un décanteur à haute performance. Anciennement, cette étape était réalisée par des

filtres et cette opération était l'étape déterminante de la productivité d'une usine en

raison des multiples arrêts de production nécessités pour la vidange et le nettoyage

des filtres. Les boues rouges, qui sortent de l'étape de décantation, sont ensuite

nettoyées pour récupérer l'hydroxyde de sodium et permettre de disposer de celle-ci

dans le respect de l'environnement. Par la suite, la précipitation (souvent appelée la

decomposition par les ingénieurs de procédés) consiste en la recristallisation du

trihydrate d'alumine à partir de la liqueur-mère. De nombreux facteurs affectent cette

précipitation : la concentration d'hydroxyde de sodium, le rapport pondéral (alumine

(A^Os) / caustique (Na2Û) (i. e. : Na20 = 2NaOH - HzO)), la dilution, la température,

la surface de l'amorce, les impuretés organiques (facteur qui sera discuté à la

section 1.1.2), les impuretés inorganiques, ainsi que le temps de précipitation (2).

Compte tenu du grand nombre de paramètres à considérer, la chimie de la

précipitation est considérée comme un art. Les impuretés organiques posent ainsi

plusieurs problèmes de production dans cette étape.

u

L'étape qui suit est la calcination, cette dernière consiste en la déshydratation du

trihydrate d'alumine (A12Û3 • 3 H20) en alumine de qualité électrolytique (sans

molécule d'hydrate, i. e. AlzOs). En 1925, Haber démontra que la gibbsite

(A12Û3 • 3 IÎ20), lorsqu'elle est chauffée suivra différentes phases de transfonnation

qui se terminent par la formation du corindon selon les réactions suivantes (2):

gibbsite —:—> boehmite —=—>- y-alumine —:—^ a-alumine (corindon) (l)
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Le trihydrate d'alumine, qui est introduit dans les fours rotatifs, contient 12 à 15 %

d'humidité et subit une transformation en cinq étapes (2). La première, le séchage du

trihydrate d'alumine à 200 °C pour amorcer la déshydratation, est suivie d'un

chauffage à environ 300 °C où la gibbsite est transformée en boehmite selon la

reaction :

AlîOs • 3 H2Û (gibbsite) -^ A^Os • H20 (boehmite) + 2 H20 (2)

Par la suite, le chauffage est poursuivi jusqu'à 600 °C afin que l'alumine perde sa

dernière molécule d'eau pour donner la y-alumine (2). Finalement, l'alumine subit un

chauffage à environ l 000 °C pour la désactiver et l'empêcher d'absorber de l'eau. A

noter que toutes les réactions de déshydratation décrites jusqu'à présent sont

endothermiques (2). Poiir obtenir le corindon ou a-alumine, il faut poursuive le

séchage jusqu'à l 300 °C pour que cette réaction exothermique se produise (2).

L'alumine, qui est utilisée pour l'alimentation du procédé Hall-Héroult, est la

Y-alumine (calcinée à l 000 °C) qui possède une perte de feu de l à 2 %. Il existe

plusieurs fomies commerciales d'alumines, elles sont appelées alumines spéciales. À

titre d'exemple, l'alumine est utilisée dans plusieurs domaines tels que : la

chromatographie, la fabrication de briques réfractaires, les isolateurs pour le transport

d'énergie électrique, les meules d'aiguisage, la vaisselle, les poteries en céramique,

les bougies automobiles, les catalyseurs, les pièces d'ordinateur, etc. Les alumines

spéciales sont très dispendieuses, car elles demandent un confcrôle de qualité accrue

dans leur fabrication.

L)
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1.1.2. Origines et effets des impuretés organiques dans le procédé
Bayer

La matière première qui alimente le procédé Bayer est la bauxite. Grâce à une histoire

géologique particulière aux régions chaudes du globe (tropique), la bauxite s'est

fonnée lentement, pendant des millions d'années, sous l'altemance répétée de l'action

de la saison sèche et des lavages de la saison des pluies (l). Il existe trois types de

bauxites : la gibbsite, celle dont l'alumine est le plus facile à extraire, qui est

majoritairement composée de trihydrate d'alumine (A^Oa • 3 H20); la boehmite un

peu plus riche en alumine, mais principalement coniposée de monohydrate d'alumine

(AlzOs • HzO) plus difficile à traiter (conditions d'extractions plus dures en terme de

pression et température); et finalement le diaspore majoritairement composé

d'alumine monohydrate, mais qui ne peut pas être extrait de façon rentable (3). La

bauxite est un minerai qui se retrouve entre 2 et 10 mètres de profondeur reposant sur

un lit de kaolinite (aluminosilicate, argile) (4). Habituellement, deux couches

recouvrent le minerai : i) le sol qui est constitué de silice (quartz) et de nombreux

composés organiques issus de l'activité cellulaires de surface; ii) d'une croûte dure

qui est généralement dynamitée afin d'accéder à la bauxite (4). Une certaine quantité

de composés organiques se retrouvent ainsi dans la bauxite par l'infiltration de l'eau

de surface dans le minerai. La liqueur Bayer accumule ceux-ci durant son recyclage

dans le procédé, ce qui entraîne de sévères problèmes de production telle la baisse de

rendement de précipitation (5). Les acides humiques, les acides fulviques, les

lignines, les celluloses, des hydrates de carbones et certaines protéines se retrouvent

dans la liqueur Bayer (5). Cela montre bien la diversité de composés organiques qui
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se retrouvent dans la liqueur, mais surtout l'ampleur du problème analytique que

demande leur séparation et leur détection.

u

La gibbsite a toujours eu la réputation d'etre pauvre en composés organiques, de

l'ordre de 0,1 % (4), mais depuis quelques années les compositions que l'on

rencontre sont plus riches en matières organiques et on peut trouver jusqu'à

0,6 % (m/m). La teneur et la nature en impuretés organiques qui composent la matière

première affecteront directement la chimie de précipitation de la liqueur. Par son

recyclage dans le procédé (après la précipitation du trihydrate d'alumine), la liqueur

accumulera ces impuretés jusqu'à ce qu'une concentration d'équilibre soit atteinte

(environ 25 S/L) (12). Par exemple, l'ion oxalate cause des problèmes au procédé

Bayer qui sont connus depuis longtemps, il va coprécipiter avec le trihydrate

d'alumine en formant des ponts entre les cristaux d'hydrate et augmentera ainsi la

quantité de fins cristaux. Ce phénomène crée des l'interférences dans la classification

granulométrique de l'hydrate d'alumine (5-7). Un autre problème relié à la présence

de l'oxalate dans la liqueur Bayer est la formation d'écailles (7). Ce dernier problème

est particulièrement coûteux pour les alumineries car la formation d'écailles à

l'intérieur des décomposeurs et de la tuyauterie de l'usine entraîne des coûts très

importants en terme de main d'œuvre et d'équipement. Plusieurs autres impuretés

organiques peuvent avoir d'autres effets sur la chimie de la liqueur comme une

contribution à la précipitation du trihydrate d'alumine ou au contraire son inhibition.

Il devient alors primordial de caractériser ces impuretés afin de mieux comprendre

leurs effets sur la chimie de la liqueur.
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1.1.3. Méthodes de séparation des organiques dans la liqueur Bayer

Jusqu'à présent, la chromatographie en phase gazeuse sur coloime capillaire couplée à

la spectrométrie de masse permet d'analyser environ 30 % des composés organiques

contenus dans la liqueur (surtout des composés de faible masse moléculaire < 300 D)

(13). Les composés organiques restant (70 %) doivent être séparés en phase liquide

(13) en raison des points d'ébullitions élevés associés à ces molécules de plus fortes

masses moléculaires. La chromatographie en phase liquide à haute performance sur

colonne non-polaire permet de séparer une boime quantité de produits non-polaires

tels les acides organiques aromatiques et les hydrates de carbones (11). La

chromatographie ionique permet de séparer et de détecter une bonne quantité de

composés organiques de faibles masses moléculaires. Toutefois, compte tenu de la

composition complexe de la liqueur Bayer, l'échantillon doit être extrait avant

separation par chromatographie liquide à haute performance sur colonne non-polaire

(13) et doit être dilué au moins 50 fois pour la chromatographie ionique aûn d'éviter

les effets de matrice (14). En chromatographie ionique avec une détection par

conductivité ionique, l'alumine tend à précipiter dans le suppresseur ce qui pourrait

expliquer en partie le court temps de vie de ce dernier. De plus, les essais effectués

pour la détection des hydrates de carbones dans la liqueur Bayer par chromato graphie

ionique avec détection ampérométrique ne sont pas très prometteurs (14). Le

problème réside donc surtout dans la séparation et la détection des molécules de

fortes masses moléculaires tels les acides humiques, les acides fùlviques, les lignines

et les protéines. Les chimistes qui analysent les sols ont montré qu'ils pouvaient

obtenir une empreinte des acides humiques et des acides fulviques par électrophorèse
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capillaire en solution (15-25). En plus de la séparation difficile de ces molécules, la

disponibilité d'étalons de ces espèces individuelles pose un problème de taille.

D'autres outils permettent de séparer de telles molécules : la chromato graphie

d'exclusion (24), la filtration sur gel (8, 9), l'ultrafiltration (8), l'électrophorèse

«classique» sur gel (18), la focalisation isoélectrique «classique» (18) et plus

récemment plusieurs modes de séparation en électrophorèse capillaire semblent très

prometteurs pour la séparation de ces macromolécules. Gardon Lever en 1978, fut le

premier à séparer et quantifier ce genre de molécules dans la liqueur Bayer par

filtration sur gel. Il arrivait à la conclusion que 2,1 % d'acides humiques (ou environ

25 % de la teneur total en carbone organique) entre l 000 et 5 000 de masse

moléculaire se retrouvent dans la liqueur et que cette concentration augmente avec la

température de digestion, mais le pourcentage en matière organique reste le

même (8).

1.1.4. Electrophorèse capillaire et produits organiques présents dans la

liqueur Bayer

0

Présentement des protocoles d'analyses par chromatographie en phase gazeuse (8,9),

par chromatographie liquide à haute pression couplée à un spectromètre de masse et

par chromato graphie ionique (10,11) sont utilisés pour la caractérisation et la

quantification de quelques composés organiques contenus dans la liqueur Bayer.

Cependant, de sévères inconvénients sont associés à ces méthodes: i) le temps de

preparation de l'échantillon, ii) le temps d'analyse pour la chromatographie en phase
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gazeuse et pour la chromatographie liquide à haute performance, et iii) les coûts

élevés associés à l'entretien de l'appareil de chromatographie ionique. Il devient donc

important de rechercher une nouvelle méthode analytique en phase liquide qui

pourrait pennettre de caractériser les molécules organiques contenues dans la liqueur

Bayer. L'électrophorèse capillaire figure parmi les méthodes analytiques en phase

liquide. Elle possède un avantage marqué par rapport aux méthodes traditionnelles de

separation, en effet, plusieurs modes de séparation peuvent être effectués avec le

même appareil en changeant seulement les conditions expérimentales (i.e.

composition de l'électrolyte de support, phase statioimaire, pseudo-stationnaire

(additif), modification de la paroi du capillaire, etc.). Cela donne à l'électrophorèse la

possibilité d'attaquer la séparation de plusieurs classes de composés dans la liqueur

Bayer ce que ne permettent pas les méthodes chromatographiques conventionnelles.

De plus, les performances obtenues en électrophorèses capillaire pour la séparation de

plusieurs types de molécules qui ne sont pas ou qui sont mais séparées par les

méthodes plus traditionnelles (i.e. petits ions, petites molécules, peptides, protéines,

acides désoxyribonucléiques, etc.), semblent pleines de promesses pour son

application à la résolution du mélange complexe qu'est la liqueur Bayer.

u

1.2. Electrophorèse capillaire

La première expérience d'électrophorèse de zone « classique » fut décrite en 1930 par

Ame Tiselius et publiée en 1937 (25). Les premières expériences d'électrophorèse

capillaire ont été réalisées sur des appareils d'isotachophorèse capillaire, le seul
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appareil commercialement disponible à ce moment. L'électrophorèse capillaire fut

développée dans les années 80 par Jorgenson qui en élabora les bases théoriques (26).

Avant d'énumérer les différents modes de séparation, nous allons énoncer les

principes de base de cette technique de séparation.

1.2.1. Principes à la base de l'électrophorèse capillaire

Il y a deux principes à la base de la séparation en électrophorèse capillaire :

l'électrophorèse elle-même et l'électro-osmose. Avant de les combiner, il est

préférable de les traiter séparément.

Electrophorèse

L'électrophorèse est la migration d'une particule chargée sous l'influence d'un champ

électrique (figure 2). Cette particule possédera une vitesse électrophorétique, Vep

proportionnelle à sa mobilité électrophorétique p.ep et à l'intensité du champ électrique

E (E = ^/r , oùV est le voltage appliqué sur la longueur totale. L, du capillaire) selon

1'equation suivante :

Vep = ^ep E (3)

u
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Haut voltage

//ep=0
p.p< -^ >//,»p

anode

+
cathode

Figure 2 Comportement électrophorétique de particules cationique, anionique et

neutre sous {'influence d'un champ électrique.

0

Si l'intensité du champ électrique est constante la mobilité électrophorétique définit la

vitesse de migration d'une particule. La mobilité électrophorétique est régie par la loi

de Stoke :

V-ep

Ze

67Tr/T
(4)

où p.ep est la mobilité électrophorétique, Z est la charge de la particule, e est la charge

d'un électron, r\ est la viscosité du milieu, r le rayon hydrodynamique; c'est-à-dire r

est le rayon hydratée que la particule possédera dans un milieu donné. La charge Z de

la particule affectera la grandeur et l'orientation de la mobilité électrophorétique de

celle-ci comme illustre à la figure 2. Les particules neutres ayant une charge égale à

zéro auront une mobilité et une vitesse électrophorétique égale à zéro. Dans une

experience donnée, comme la viscosité du milieu, r|, est constante, la mobilité
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électrophorétique d'un ion est proportionnelle à son rapport charge sur rayon

hydrodynamique (•^/.).
\/ r>'

EIectro-osmose

L'électro-osmose est le déplacement libre d'un liquide électi-olytique à l'intérieur

d'un capillaire de silice fondue (quartz). Lorsqu'une solution aqueuse est en contact

avec la silice, il y aura ionisation des groupements silanols (SiOH) à l'interface

silice/solution selon la réaction suivante :

—SiOH <^ —SiO - + H + (5)

Le point isoélectrique, pl, des groupements silanols est de 1,5, c'est-à-dire qu'à un pH

de 1,5, tous les silanols seront protonés (—SiOH). La constante d'équilibre pour cette

reaction de dissociation acide exprimée en pKa est d'environ 6, ce qui revient à dire

qu'à un pH de 6, il y aura 50 % des silanols qui seront protonés. Lorsque une solution

aqueuse possédant un pH plus grand que 1,5 est mise en contact avec de la silice à

l'intérieur d'un capillaire, il y aura formation d'un potentiel de double couche

électrique à l'interface silice/solution par l'adsorption de cation provenant de la

solution electrolyte comme illustré à la figure 3.

u
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Figure 3 Formation de la double couche électrique à l 'interface capillaire/solution.

u

La couche de cations adsorbés crée ainsi un potentiel électrique, ce potentiel est

appelé le potentiel zêta C,. Au moment où un potentiel électrique est appliqué entre les

deux extrémités du capillaire, les cations près de la surface du capillaire (dans la

couche diffuse, figure 3) se mettront en mouvement vers l'électrode négative

(cathode) entraînant avec eux le liquide contenu dans le capillaire, c'est le phénomène
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d'électro-osmose. Le mouvement du liquide dans le capillaire est appelé le débit

électro-osmotique. La vitesse du débit électro-osmotique Vdéo est affectée par

l'intensité du champ électrique et par la mobilité de la solution électrolytique selon

1'equation :

Vdéo = ^déo E (6)

où p.deo est la mobilité du débit électro-osmotique et E est l'intensité du champ

électrique. La mobilité électro-osmotique sera fonction des paramètres de l'équation

suivante :

^déo=
sÇ
4^77

(7)

où e est la constante diélectrique du milieu, Ç est le potentiel zêta à la paroi du

capillaire, et r| la viscosité du milieu. Le pH, la force ionique et la nature du milieu

affecteront la mobilité électro-osmotique et donc le débit électro-osmotique.

0

Electrophorèse capillaire

L'électrophorèse capillaire est la combinaison de l'électrophorèse et de l'électro-

omose. La figure 4 illustre le montage requis pour effectuer une expérience

d'électrophorèse capillaire : un capillaire de silice fondue rempli d'une solution

electrolyte est immergé dans deux réservoirs remplis de cette même solution où

baignent deux électrodes de platine. L'injection de l'échantillon peut être effectuée du

côté anodique de plusieurs manières. Les modes d'injections possibles sont de deux

types : i) électrocinétique (application d'un voltage pendant un temps donné) ou bien

ii) hydrodynamique (application d'un pression positive, négative ou par gravité).
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n haut voltage

+

anode

capillaire détecteur
cathode

échantillon

réservoirs à tampons

Figure 4 Schéma du montage en électrophorèse capillaire.

La vitesse avec laquelle un analyte se déplace est doimée par l'équation :

Vap = Vdéo + Vép (8)

0
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1.2.2. Modes de séparations en électrophorèse capillaire

Il existe plusieurs modes de séparation possibles avec un appareil d'électrophorèse

capillaire :

a) Electrophorèse capillaire en solution libre

b) Chromatographie électrocinétique capillaire

^ en milieu micellaire

^ avec une phase pseudo-stationnaire autre que les micelles

^ avec un support solide conventionnel (électrochromatographie

capillaire)

e) Isotachophorèse capillaire

d) Electrophorèse capillaire sur gel

e) Focalisation isoélectrique capillaire

l) Electrophorèse en solution libre

0

L'électrophorèse en solution libre est le premier mode qui a été décrit en

électrophorèse capillaire dans les années 80 par Jorgensen. Il est possible de

distinguer deux modes d'électrophorèse capillaire en solution libre : le mode

cathodique (i.e. normal) et le mode anodique (i.e. inversé). Par convention, le terme

électrophorèse capillaire en mode normal est utilisé pour définir un débit électro-

osmotique cathodique (dirigé de l'anode vers la cathode). Dans ce mode, la mobilité
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du débit électro-osmotique p.aeo est dirigée dans la même direction que la mobilité

électrophorétique ^ep des cations (vers la cathode, l'électrode négative, figure 5 A) et

dans ce cas, nous parlerons de séparation co-électro-osmotique pour les cations. Les

anions en mode normale auront leur mobilité électrophorétique |j,ep opposée à celle du

débit électro-osmotique jj.déo (figure 5 A), dans ce cas, nous parlerons d'une

separation à contre courant avec le débit électro-osmotique. Dans une telle

experience, c'est la mobilité apparente jLiap qui est observée, cette dernière est la

somme vectorielle de la mobilité du débit électro-osmotique |j,déo et de la mobilité

électrophorétique ^ep d'un analyte comme le montre l'equation :

l^ap = ^déo + ^ép (9)

0

Il est possible en masquant la charge négative des groupements silanols avec des

modificateurs de surface de changer le signe du potentiel zêta (55, 58) ce qui

permettra d'inverser la direction du débit électro-osmotique (figure 5 B). Nous

parlons maintenant l'électrophorèse capillaire en solution libre en mode inversé où la

mobilité du débit électro-osmotique p.déo est dirigée dans la même direction que la

mobilité électrophorétique i^ep des anions (vers l'anode) (figure 5 B). En pratique, le

capillaire reste en place et seule la polarité des électrodes est permutée comme illustré

aux figures 5 A et B. Les anions seront séparés co-électro-osmotiquement et les

cations seront séparés à contre-courant. Ce qui permet de diminuer significativement

le temps de migration des espèces anioniques. Dans les deux modes décrits

précédeinment, les ions qui se trouvent à contre-courant par rapport au mouvement du

liquide dans le capillaire finiront par passer dans le détecteur, leur temps de migration
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sera évidemment plus long. Cependant, certains ions possédant une mobilité

élecù-ophorétique plus grande que celle du débit électro-osmotique vont retourner

dans la solution.

s/7/ce ionisée

A anode

+

cathode

*!
Pdéo

Pep !---> Hep cathode
0<-- -->Pep

A/ A? ^ap ap ap,-'
88 s

^fîS ÏîS'QS^Sî!i<^

*1
\pdé0

Pep ^——> anodeA/ep
0<-- ->Pep +

p p JUap ap 3p

a s m e B

modificateur de surface

détecteur

Figure 5 Représentation schématique de l 'électrophorèse capillaire en solution libre

A) en mode cathodique, et B) de l'électrophorèse capillaire en solution libre en mode

anodique.

0
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La sélectivité en électrophorèse capillaire en solution libre est essentiellement

obtenue par la variation du pH de la solution tampon. En faissant varier le pH, la

vitesse du débit électro-osmotique sera changée, mais surtout la charge partiel ou les

charges portées par les analytes seront changées. Il sera possible de trouver un pH ou

le rapport charge sur rayon hydrodynamique des analytes est différent d'un analyte à

l'autre, ce qui pourra permettre leur séparation. Dans ce mode de séparation les

espèces neutres ne peuvent pas être séparées; elles se déplaceront donc à la même

vitesse que le débit électro-osmotique (figure 5 A), car elles possèdent une mobilité

électrophorétique nulle. L'équation (8) nous indique que leur mobilité apparente sera

égale à celle du débit électro-osmotique. En pratique, les espèces neutres servent à

marquer la mobilité du débit électro-osmotique. D'autres modes de séparation (e.g.

chromatographie électrocinétique capillaire) pourront permettre la séparation des

espèces neutres.

b) Chromatographie électrocinétique capillaire

Cette méthode conserve la sélectivité de l'électrophorèse en solution libre tout en y

ajoutant une nouvelle sélectivité provenant de la présence d'une phase qui peut retenir

certains composés et en permettre leur séparation des autres. Il existe principalement

trois types de phases qui participent à la rétention : les micelles, les autres phases

pseudo-stationnaires et les phases stationnaires conventionnelles. Dans chacun des

cas la technique porte un nom différent et ce nom est la chromatographie
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électrocinétique en milieu micellaire, la chromatographie électrocinétique et

l'électrochromatographie capillaire.

L'électrochromatographie capillaire est une combinaison entre la chromatographie

liquide à haute pression et l'électrophorèse en solution libre. Dans ce mode une phase

stationnaire conventionnelle, des billes d'octadécylsilane par exemple, est introduite

dans un capillaire, et le déplacement de la « phase mobile » est assuré par le débit

électro-osmotique. La rétention ajoutée par la présence de la phase stationnaire

permettra d'ajouter un autre moyen d'augmenter la sélectivité de la séparation.

L'ajout de surfactants au tampon (e.g. dodécylsulfate de sodium) à des concentrations

supérieures à leur concentration micellaire critique permet la formation de micelles à

l'intérieur du capillaire qui agiront comme phase pseudo-stationnaire (phase en

mouvement permettant la rétention de certains analytes). L'ajout de micelles permet

d'ajouter de la rétention par i) effet hydrophobe à l'intérieur de la micelle et/ou du

pairage d'ions avec la tête chargée de la micelle. La séparation des analytes dans ce

mode est appelée la chromatographie électrocinétique en milieu micellaire.

u

Finalement, les analytes peuvent être retenus par la formation de complexes tels : les

complexes d'inclusions (cyclodextrine) (58) et les complexes ioniques (49, 64)

(pairage d'ion). Ces substances sont introduites dans le tampon et peuvent posséder à

peu près toutes les mobilités électrophorétiques possibles (i.e. de négative à positive

en passant par zéro).
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0 e) Isotachophorèse capillaire

L'isotachophorèse est une méthode d'électrophorèse utilisant un système de tampon

discontinu dans lequel le moyen de séparation est créé par les composants de

l'échantillon (figure 6) (65).

cathode Q A, A, 7- anode
+

cathode

direction de la séparation

Q A, AX T anode

+

Figure 6 Représentation schématique de l'îsotachophorèse capillaire, où Q est

l'electrolyte de « queue », Ai et A^ sont les analytes et T est l'electrolyte de « tête ».

0

En isotachophorèse capillaire, tous les ions migrent à la même vitesse lorsque l'état

stationnaire est obtenu. La mobilité du contre-ion dans l'electrolyte de tête, T est plus

grande que la mobilité de tous les ions contenus dans l'échantillon. Une fois

l'électrolyte de tête choisi, l'échantillon est injecté à l'entrée du capillaire, et le
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capillaire est plongé dans l'electrolyte de « queue » "tailing elecù'olyte"

(figure 6 en haut). La mobilité du contre-ion dans l'électrolyte de « queue », Q, est

plus petite que la mobilité de tous les ions de l'échantillon. La séparation est basée sur

la mobilité différentielle des analytes avec mi train de bandes d'analytes migrant à

travers du capillaire comme illustré au bas de la figure 6. L'analyte Ai possède une

grande mobilité, mais est présent à plus faible concentration (i.e. zone étroite à la

figure 6 en bas). Par contre, l'analyte Az possède une mobilité plus faible, mais est

présent à une concentration plus élevée (i.e zone plus large à la figure 6 en bas).

Lorsque que le potentiel est appliqué, l'analyte Ai migrera devant l'analyte Ai.

L'analyte Ai, qui est le plus mobile, ne peut pas entrer dans la zone de l'électrolyte de

« tête » d'une manière électrophorétique, parce que sa mobilité électrophorétique est

plus petite que celle de l'électrolyte de « tête ». Si jamais il entrait dans l'électrolyte

de « tête » par diffusion, il ralentirait à cause de la baisse de champ électrique. Au fur

et à mesure que l'analyte Ai enrichit la zone frontale, le champ électrique augmente

pendant que l'échantillon se dilue devenant ainsi moins conducteur et l'empilement

des analytes « stacking » commence.

Un appareil d'isotachophorèse demande typiquement un détecteur à conductivité

ionique. L'isotachophérograinme correspondant à l'exemple illustré à la figure 6 est

représenté à la figure 7.

u
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Figure 7 Isotachophérogramme représentant la séparation illustrée à la figure 6.

d) Electrophorèse capillaire sur gel

En électrophorèse capillaire sur gel, l'intérieur du capillaire contient un gel (i.e.

matrice de polymère) qui diminuera considérablement le potentiel zêta à la paroi du

capillaire ce qui a pour effet de diminuer et même d'éliminer le débit élecù-o-

osmotique. Ce mode de séparation est généralement utilisé pour la séparation de

macromolécules possédant des charges similaires, mais des masses moléculaires

différentes. La sélectivité de la séparation est évidemment basée sur l'électrophorèse,

mais la plus grande partie de la sélectivité provient du fait que les molécules sont

tamisées par les pores du gel permettant d'obtenir une sélectivité massique.

u
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e) Focalisation isoélectrique capillaire

La focalisation isoélectrique «classique» est une technique de séparation très

puissante qui pennet d'obtenir une haute résolution pour des mélanges de protéines

ù-ès complexes (29). La focalisation isoélectrique capillaire combine cette puissance

de résolution aux avantages d'automation et de quantification qu'offre un instrument

d'électrophorèse capillaire (29,30). Hjerten, en 1985, fut le premier à effectuer la

focalisation isoélectrique à l'intérieur d'un capillaire (31-36).

u

L'échantillon est solubilisé dans une solution ampholytique (produits commerciaux

pour la focalisation isoélectrique « classique »), et le tout est injecté dans un

capillaire, préalablement rempli d'une solution catholytique (typiquement NaOH),

jusqu'à la fenêtre de détection (figure 8 a). Il est possible d'injecter jusqu'à quelques

microlitres d'échantillon à l'intérieur du capillaire sans que la qualité de la séparation

soit affectée. Il faut comparer ceci aux 10 nL que l'on peut injecter dans n'importe

quel autre mode de séparation en électrophorèse capillaire. La figure 8 montre, en

trois étapes, comment se déroule la focalisation isoélectrique capillaire. Une fois

l'injection réalisée, la solution d'échantillons et d'ampholytes est remplacée par

l'anolyte (typiquement IÎ3P04). Ensuite, un haut voltage est appliqué entre les deux

extrémités du capillaire baignant respectivement dans l'anolyte et le catholyte. Les

ions hydroxydes de la solution catholytique se mettront à migrer vers l'anode et les

protons de la solution analytique feront de même vers la cathode. Ils « titreront »

chacun de leur côté la solution d'ampholyte et d'échantillon créant ainsi un gradient
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de pH à l'intérieur du capillaire. Les ampholytes ont pour rôle de conserver le

gradient de pH à l'intérieur du capillaire.

e Cl tC e e e e e e e eanode

3} anolyte
H,PO,

A» IA A A A A A

Al IAB IAanode |C| |C| |C| IC

anolyte
W^PO,

d fia Ici 1c» W•l- •e

A A A

A A

Al lAi

anode ^ ^ ^ ^S
e) ^^

H3PO<

cathode

catholyte
NaOH

cathode

catholyte
NaOH

cathode

catholyte
NaOH

détecteur

Figure 8 Focalisation et séparation de trois différentes molécules A, B et C au a)

stade initial, b) pendant la focalisation, et e) lorsque les trois molécules sont

focalisées.

u

La figure 8 montre la focalisation des analytes A, B et C. L'analyte C étant le plus

acide (point isoélectrique bas) sera focalisé dans une zone située près de l'anode,

tandis que l'analyte A étant le plus basique sera focalisé dans une zone près de la

cathode (figure 8 e). B possédant un point isoélectrique intermédiaire entre A et C
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(figure 8 e) aura un comportement intermédiaire. Au début de la focalisation, tous les

analytes sont distribués aléatoirement et uniformément dans le capillaire comme

illustré à la figure 8 a). Lorsque A se situe près de l'anode (région acide, figure 8 b), il

porte une charge positive. Au fur et à mesure que la focalisation se déroule, A va

migrer d'une manière électrophorétique vers la cathode jusqu'à ce que sa charge soit

nulle (i.e. son point isoelectrique, pl). A l'opposé C possédant une charge negative

près de la cathode (région basique) migrera vers l'anode jusqu'à ce que sa charge soit

nulle. Durant les premiers moments de la focalisation, le courant est à son maximum

cela est dû à la présence de plusieurs charges qui peuvent le porter. Le courant

diminuera tout au long de la focalisation jusqu'à ce qu'il atteigne son minimum à la

fin de la focalisation. La variation du courant est utilisée comme marqueur de la iïn

de la focalisation (30).

u

En théorie, une fois la focalisation terminée, le liquide à l'intérieur du capillaire est

immobile. Il faut maintenant mettre le liquide contenant les analytes séparés en

mouvement pour les faire passer dans le détecteur. Il existe deux manières de

pratiquer la focalisation isoélectrique capillaire : en deux étapes ou en une étape. La

focalisation isoélectrique capillaire en deux étapes consiste à utiliser un capillaire

revêtu qui permet d'enlever complètement le débit électro-osmotique (i.e. électro-

osmose). Dans ce cas, une fois la focalisation terminée (première étape), il ne reste

plus qu'à déplacer le liquide vers le détecteur (deuxième étape mobilisation). Il existe

deux stratégies pour y parvenir : i) appliquer une pression à l'entrée du capillaire (29,

30), cette méthode induit un profil de vitesse parabolique contribuant à
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l'élargissement des pics, ou il) remplacer l'anolyte par un sel afin de mettre en

mouvement le liquide (31-36); un profil de vitesse électro-osmotique est observé dans

ce cas. La focalisation isoélectrique capillaire en une seule étape utilise un capillaire

de silice fondue conventionnel. L'objectif est de réduire suffisamment le débit

électro-osmotique en utilisant un additif au catholyte (tel l'hydroxy-propyle-méthyle-

cellulose), pour pemiettre une focalisation dynamique (38-44) à l'intérieur du

capillaire (29, 30).

1.3. Choix du mode de séparations selon les organiques

Cette section vise à explorer quels modes de séparation pourraient s'appliquer aux

diverses familles de composés organiques contenues dans la liqueur Bayer.

u

1.3.1. Acides carboxyliques : aliphatiques et aromatiques

La majorité des molécules organiques contenues dans la liqueur Bayer possède au

moins ime fonction qui peut porter au moins une fraction de charge négative à un pH

alcalin, il sera donc possible d'appliquer l'électrophorèse capillaire à la séparation de

ce mélange complexe. La stratégie la plus répandue pour la séparation des anions

(acides carboxyliques) est l'électrophorèse capillaire en solution libre en mode

anodique (45-56, 60, 61). Cette stratégie permet de réduire le temps de migration des

anions par rapport au mode cathodique. Pour effectuer une séparation en

électrophorèse capillaire en solution libre en mode anodique, il faut d'abord inverser
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le débit électro-osmotique. Pour ce faire, la polarité du potentiel zêta Ç à la paroi du

capillaire doit être permutée en transformant la charge négative des groupements

silanols de la paroi interne du capillaire en une charge positive. Il existe deux

manières d'y parvenir : i) en modifiant la surface du capillaire avec une aminé

quaternaire attachée de manière covalente à la paroi de silice (66, 67) ou bien ii) de

manière dynamique (57, 60, 68-70) (ajout de surfactant dans l'électrolyte de support

lui-même). La modification du débit électro-osmotique de manière dynamique est la

stratégie la plus utilisée, probablement parce que la modification chimique

permanente de la surface du capillaire demande une chimie longue et complexe et que

la reproductibilité du revêtement n'est pas encore très bonne. La figure 9 illustre la

modification de la surface du capillaire de silice avec des surfactants par la formation

d'une couche hémimicellaire. Pour réaliser cette couche, un surfactant cationique est

ajouté dans l'électrolyte de support en dessous de sa concentration micellaire critique

(70). Les surfactants nécessaires pour inverser le débit électro-osmotique de cette

manière, sont des bromures d'alkyle-triméthyle ammonium qui possèdent une tête

chargée positivement et une longue chaîne alkyle possédant de 12 à 18 carbones.

u
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Figure 9 Formation d'hémimicelles à l'aide de surfactant de type bromure d'alkyle-

triméthyle ammonium.

Il existe plusieurs autres moyens dynamiques d'inverser le débit électro-osmotique,

entre autre par l'utilisation : i) de métaux (e.g. Ca2+, Ba2+, Sr2+et Mg2+) (73), ii) de

polymères cationiques (e.g. bromure d'hexadiméthrine) (57, 60, 74) et iii) de

macrocycles en combinaison avec des alcalins (e.g. ether couronne et K )(69).

u

Les acides carboxyliques aromatiques contenus dans la liqueur Bayer proviennent

probablement de la dégradation de la lignine dans le milieu basique qu'est la liqueur,

mais pourraient aussi même provenir de produits de dégradation de la matière

humique (figure 10). Les acides carboxyliques aliphatiques sont probablement des
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0 produits de dégradation des aromatiques et/ou des chaînes qui permettent

l'assemblage des macromolécules.
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Figure 10 Structure hypothétique proposée pour les acides humiques (22)

u

Les complexes d'inclusions avec la cavité des cyclodextrines sont très utilisés pour la

resolution d'isomères chiraux depuis les travaux de Terabe et al. (58). Khaled et al.

ont appliqué l'utilisation de ces complexes à la séparation d'isomères d'acides mono,
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di- et tri- carboxyliques en électrophorèse capillaire en solution libre en mode

cathodique (59). Ils ont également essayé d'inverser le débit électro-osmotique avec

des surfactants de type bromure d'alkyle-triméthyle ammonium afin de diminuer le

temps d'analyse, mais sans grand succès. Buchberger et al. ont utilisé la p-

cyclodextrine en combinaison avec l'ion barium(11) poiu- optimiser une méthode de

separation des acides carboxyliques aliphatiques et aromatiques (49). Comme Khaled

et al., ils ont proposé que la longue queue hydrophobe de surfactant de type bromure

d'atkyle-triméthyle ammonium pouvait entrer compétition avec les analytes pour se

loger dans la cavité de la cyclodextrine qui est hydrophobe (49, 59). De plus,

Masselter et Zemann ont démontré que la longue queue (Ci2-Cis) des surfactants de

type bromure d'alkyle-triméthyle ammonium donne de fortes interactions avec les

analytes hydrophobes comparativement à des niodificateurs de débit électro-

osmotique en matériau de polymère comme le bromure d'hexadiméthrine (figure 11)

qui possède des groupes méthyles pour lesquels ces interactions sont réduites au

minimum (61).

u
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Figure 11 Structure du bromure d'hexadiméthrine.

Le bromure d'hexadiméthrine peut renverser convenablement le débit électro-

osmotique à une concentration de l à 2 fxM soit mille fois plus faible que la

concentration nécessaire avec du bromure d'alkyle-triméthyle animonium

(0,28 à 14 mM). Dans la perspective de l'utilisation du bromure d'hexadiméthrine en

presence de cyclodextiine, on peut admettre que le modificateur de débit électro-

osmotique en matériaux polymère, de par sa taille, ne pourra pas entrer à l'intérieur

de la cyclodextrine. La figure 12 compare les équilibres possibles avec l'utilisation de

cyclodextrine avec ces deux modificateurs de débit électro-osmotique.

u
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Figure 12 Comparaison des équilibres impliqués entre deux différents type de

modificateurs de débit électro-osmotique et la cyclodextrine; A : surfactant

cationique, B : sur factant poly cationique.
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Détection

Le mode de détection le mieux adapté à l'électrophorèse capillaire, jusqu'à présent,

est encore la détection spectrophotométrique d'absorption dans l'ultraviolet et le

visible, parce que la détection se fait directement sur le capillaire après l'enlèvement

de l'enveloppe protectrice de polyimide. La détection sur colonne a pour avantage de

ne pas induire de volume mort comme le ferait une méthode de détection qui

demande l'implantation d'une cellule de détection.

La détection des acides carboxyliques aliphatiques par spectrophotométrie directe

pose cependant un problème, car ces molécules ne possèdent pas de chromophores

assez intenses dans l'ultraviolet et le visible. Il est possible de les détecter de manière

indirecte ce qui se fait par ajout au tampon d'une substance-sonde qui absorbe la

radiation lumineuse. La diminution de la concentration de cette substance-sonde dans

la zone de détection produite par la migration des autres ions, qui n'absorbent pas,

entraîne une baisse de l'absorbance de la substance-sonde (i.e. pic négatif) et permet

la détection indirecte de ces substances non-absorbantes. Ce tampon chromophorique

doit également posséder une bonne capacité tampon et doit posséder une mobilité

dans le voisinage de celle des analytes (75).

u

La détection des acides carboxyliques aromatiques peut par contre être effectuée

directement à 214 nm dans un tampon possédant une faible absorbance et avec une

bonne sensibilité (61).
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La détection des substances humiques peut être réalisée par spectrophotométrie

directe dans le visible à environ 400 nm (8, 9).

Limite de détection

La limite de détection est la concentration d'un analyte qui donne un signal équivalent

à trois fois l'écart type o du bruit sur le signal de fond du blanc. Une droite

d'étalonnage doit être tracée afin d'évaluer la sensibilité S (i.e. S = pente de la droite

d'étalonnage) du détecteur pour cet analyte. La limite de détection (LD) se calcule à

l'aide de l'équation suivante :

LD=3a
/=T (10)

u

1.3.2. Macromolécules : substances humiques

Les substances humiques sont un mélange complexe de plusieurs composés

organiques formés dans le sol et dans l'eau par la dégradation chimique et biologique

de résidus végétal et animal ainsi que par l'activité synthétique de certains micro-

organismes. D'un point de vue physico-chimique, ce sont des polymère d'acides

organiques de couleur brune avec un grand nombre de fonctions carboxyliques et

phénoliques (76). Jusqu'à présent les méthodes de séparations utilisées ne

parviennent pas à les séparer entièrement. Deux grandes familles peuvent être

distinguées : les acides humiques et les acides fulviques. Les acides humiques



36

n

(J

possèdent des masses moléculaires plus importantes que les acides fulviques. Les

acides humiques sont insolubles à pH acide, tandis que les acides fulviques le sont

peu importe le pH et cette propriété permet de les séparer. Présentement, les

chercheurs parviennent seulement à obtenir une empreinte des acides humiques et des

acides fulviques que ce soit par une méthode électrophorétique ou par une méthode

chromatographique (15-25). Les meilleures séparations ont été réalisées en

focalisation isoélectrique «classique» (18, 77) et en isotachophorèse capillaire à

deux dimensions (15). Dunkelog et ses collaborateurs, après avoir comparé

l'électrophorèse capillaire en solution libre, l'électrophorèse capillaire sur gel, la

chromatographie électrocinétique capillaire en milieu micellaire, l'électrophorèse avec

gradient de gel et la focalisation isoélectorique « classique », viennent à la conclusion

que la focalisation isoélectrique « classique » est la seule méthode qui puisse parvenir

à la séparation des acides humiques et fulviques (18). Il serait donc intéressant

d'appliquer la focalisation isoélectrique capillaire à la séparation des acides humiques

et fulviques vu les nombreux avantages de cette méthode par rapport à la méthode

classique. La détection des acides humiques n'est pas compromise par l'absorption

des ampholytes, comme c'est le cas pour la détection des protéines. Les protéines

possédant des chromophores absorbant plus bas que 280 nm (comme pour les

substances ampholytiques de focalisation isoélectrique « classique »). Par contre,

dans le cas des acides humiques, la détection se faisant dans le visible, où les

substances ampholytiques n'absorbent pas, cela nous permettra d'obtenir des limites

de détections inégalées compte tenu du volume d'injection utilisé en focalisation

isoélectrique capillaire.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Appareillages

Deux systèmes d'électrophorèse capillaire ont été utilisés, le premier système est un

appareil Beckman P/ACE 5500 (Fullerton, ÇA, USA) muni de deux détecteurs

(spectrophotométrique à longueur d'onde fixe et spectrophotométrique à barrettes de

diode). L'acquisition et le traitement des données ont été réalisés grâce au logiciel

Beckman P/ACE Station 1.0.

Le deuxième système (appareil « artisanal ») a été réalisé à l'aide d'une source de

haut voltage de marque Spellman (modèle : RHR30PN30, Plainview, NY, USA). Un

détecteur spectrophotométrique provenant d'un chromatographe ionique (VWD,

Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA) ou bien un détecteur à conductivité ionique

(CDM-1, Dionex Corp.) ont été modifiés pour les besoins de l'électrophorèse

capillaire. Un ordinateur IBM PS/2 (modèle 70) muni d'une interface Waters et du

logiciel MAXIMA 820 (Waters, Milford, MA, USA) a été utilisé pour l'acquisition

des données sur cet appareil.

u

2.2. Matériels

2.2.1. Composés organiques étalons

Toutes les solutions étalons ont été préparées par dilution d'une solution mère

contenant environ l 000 mgL-l de l'analyte. Selon la disponibilité, ces solutions
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mères ont été réalisées par dissolution (dans NaOH 100 mM) des sels de sodium ou

potassium de l'acide ou même de l'acide lui-même. Tous ces étalons proviennent de

plusieurs fournisseurs différents, mais sont tous de qualité supérieure à 99 %.

2.2.2. Focalisation isoélectrique capillaire

La solution d'ampholytes 40 % (4) pH 2-11 et l'hydroxyl-propyl-méthyl-cellulose

HPMC (viscosité d'une solution 2 % à 20 °C de 80 à 120 centipoises) est

commercialisée par Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, ON, Canada). Un

capillaire de silice fondue (Polymicro Technologies, Bloomfeild, NJ, USA) de 360

fim de diamètre externe, 75 (im de diamètre interne et de 77 cm de longueur, où la

fenêtre de détection se trouve à 70 cm, a été utilisé pour effectuer les séparations en

focalisation isoélectrique capillaire. L'acide phosphorique provient de BDH (Toronto,

ON, Canada)

2.2.3. Electrophorèse capillaire en solution libre et chromatographie

électrocinétique capillaire

0

Un capillaire de silice fondue (Polymicro Technologies) de 360 p.m de diamètre

externe, 50 p,m de diamètre interne et de 57 cm de longueur, où la cellule de détection

se trouve à 50 cm, a été utilisé pour effectuer les séparations. Le bromure

d'hexadiméthrine (HDB ou l,5-diméthyl-l,5-diazal-undeca-méthylène

polyméthobromure ), le tris(hydroxyl-méthyl) aminométhane, l'acétonitrile de qualité



0

39

HPLC, le bromure dodécyl-triméthyl-ammonium, le mélange étalon d'humates de

sodium, le phosphate de sodium dibasique de qualité électrophorèse capillaire (ÈC),

le tétraborate de sodium de qualité EC, l'urée, le CrOs et la 2-hydroxyl-propyl-p-

cyclodextrine sont commercialisés par Aldrich (Milwaukee, WI, USA). L'eau qui a

servi à la préparation de toutes les solutions aqueuses est de l'eau purifiée sortant

d'un système Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) possédant une résistivité

supérieure à 18 MQcm.

2.2.4 Conductivité ionique après suppressions

Le fil qui a servi à la construction de la cellule de conductivité ionique est un don du

professeur P. K. Dasgupta (Texas Tech University). La membrane de Nafion qui a

servi à construire le suppresseur est un don de D. Leighty de Perma-Pure Products,

Tom's River, NJ, USA. Les tubes de polyethylene sont commercialisés par

Chromatographic Specialties Inc. (Brockville, ON, ÇA), mais sont manufactures par

Intramedic (No. 7405, diamètre interne de 380 jj.m, diamètre externe de 1,09 mm).

0
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2.3. Manipulations

2.3.1. Separation des composés aliphatiques

Détection par conductivité ionique après suppression

Un détecteur à conductivité ionique après suppression fut construit selon les travaux

de Dasgupta et al. (83, 85) comme illustré à la figure 13.

haut voltage

cathode
+

anode capillaire

cellule

suppresseur
échantillon tampon

Figure 13 M'ontagepour la détection par conductivité ionique après suppression.

0
Le mode de séparation est limité à l'électrophorèse en solution libre en mode

cathodique (anions migrant à contre courant avec le débit électro-osmotique) avec un
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tel montage. Le suppresseur est constitué d'une membrane échangeuse de cations

(Nafion™) qui permet d'échanger les ions hydronium de la solution d'acide

sulfiirique dilué vers le tampon afin de neutraliser les ions hydroxyde contenus dans

le tampon. Cette opération a pour but de diminuer la conductivité du tampon ce qui a

pour effet d'augmenter le rapport signal sur fond d'un facteur 100. Pour respecter la

loi de l'électroneutralité, les ions sodium feront le chemin inverse. Le contre-ion

(Na ) des analytes chargés négativement sera remplacé par un ion hydronium (HsO ),

ils permetteront d'augmenter la conductivité de l'analyte car le nombre de transport

des ions hydronium (tH3o+ ~ 0,8) est supérieur à celui des ions NaT (tNa+ ~ 0,5)

augmentant ainsi la conductivité de l'analyte. Cette opération augmente le rapport

signal sur fond.

La constmction du suppresseur de conductivité ionique est réalisée à l'aide de tube en

polyethylene de diamètre interne voisin de celui du capillaire de séparation,

c'est-à-dire environ 375 p,m versus 365 p.m pour le capillaire. La figure 14 montre les

détails de construction de ce dernier. Un récipient Eppendorf de l 500 p.L est

utilisé comme réservoir à liquide de suppression (H2SÛ4 5 mM). Deux trous sont

percés de part et d'autre du récipient pour permettre aux tubes de polyethylene d'etre

fixés à l'aide de colle époxy. Le capillaire est tout simplement maintenu serré dans le

tube de polypropylene. La membrane de Nafion de dimensions voisines au capillaire

est introduite afin de traverser le récipient sur environ 8 mm.

u
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Figure 14 Schéma de construction du suppresseur.

La cellule de détection est construite à partir d'un tube de polyethylene où un trou de

250 |^m de diamètre est percé afin d'introduire deux fils de nickel. Avant d'etre

introduient dans l'orifîce, la couche protectrice de polyimide sur les fils est retirée à

1'aide d'acide sulfurique concentré à température de la pièce. Une fois le fil aligné,

sous le microscope, comme illustré à la figure 15, de la colle époxy est appliquée

avec soin afin de garder l'alignement. Une fois la colle durcie, les deux fils sont reliés

via un cable coaxial au module de conductivite Dionex CDM-1 et le montage peut

être complété comme illustré à la figure 13.

u
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rebut

Figure 15 Schéma de construction de la cellule de conductivité ionique.

Les conditions de séparation sont : une solution electrolyte de 2 mM en N033407

(Borax) à pH 9,01 (pH de la solution de 2 mM), un capillaire de silice fondue de

360 p.m de diamètre externe, 75 [im de diamètre interne et de 60 cm de long

(Polymicro Technologies). La séparation est réalisée par un voltage de + 24 kV. Le

module de détection par conductive ionique CDM-1 de Dionex (provenant d'un

chromatographe ionique) a été utilisé pour les mesures.

u

Détection spectrophotométrique indirecte

Cette dernière est réalisée à 265 nm à l'aide d'un tampon mixte constitué de

5 mM Crûs (CrOs + N20 -> HzC^), 20 mM TRIS (tris(hydroxyl-

méthyl)aminométhane), 5 M urée, 10 % (/v) acétonitrile, 0,5 mM bromure dodécyl-

triméthyl-ammonium à pH 8,63. Un voltage de -25 kV est appliqué entre les deux

extrémités du capillaire. Les liqueurs sont préalablement diluées cinq fois dans un

tampon 10 mM Crûs et 40 mM TRIS à pH 8,5. L'injection est ensuite réalisée par
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gravité en élevant l'échantillon de 100 mm et en submergeant le capillaire dans ce

dernier pendant 10 secondes.

La détection spectrophotométrique indirecte effectuée lors de la séparation rapide

d'acides carboxyliques aliphatiques a été réalisée à 265 nm. Un tampon composé de

5 mM Cr042', 0,001 % (m4) HDB (bromure d'hexadiméthrine) ajusté à pH 9,03

(avant ajout d'acétonitrile), 10 % (/v) acétonitrile. Les dimensions du capillaire sont :

365 |j.m de diamètre externe, 50 p,m de diamètre interne, 24 cm de long, où la fenêtre

de détection est à 8 cm de la sortie. Un voltage de- 30 kV a été utilisé pour la

separation.

2.3.2. Focalisation isoélectrique capillaire des acides humiques

Les expériences de focalisation isoélecbrique ont été réalisées sur un appareil

commercial Beckman P/ACE 5500 avec un détecteur à barrettes de diodes. Le

domaine de longueur d'onde exploré pendant ces expériences est de 250 à 500 nm

sachant que les acides humiques possèdent un maximum d'absorption dans la région

de 400 nm (8, 9). Le capillaire est conditionné au début de chaque journée de

manipulation par la sequence de rinçage suivante :

u
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0 Solution Temps (min)

NaOH l M

H2Û

HC11M

Catholyte : 20 mM NaOH +

0,06 % (m4) HPMC

20

20

20

20

Ensuite, entre chaque injection la séquence de rinçage est la suivante :

Solution Temps (min)

NaOH 100 mM

H2Û

Catholyte : 20 mM NaOH +

0,06 % (m4) HPMC

5

5

5

0

La solution d'humates de sodium étalon Aldrich est préparée par la dissolution de

4,14 mg d'humates de sodium dans l mL de NaOH 150 mM. L'extraction des acides

humiques de la liqueur Bayer est effectuée comme suit : 20 mL de liqueur Bayer sont

acidifiés à pH 1,5 afin de faire précipiter les acides humiques, et cette solution est

agitée jusqu'à ce que la température de cette dernière atteigne celle de la pièce. Une

fois les acides humiques précipités, la solution aqueuse est passée sur un filtre

Whatman # 42 afin de recueillir le précipité. Le précipité est ensuite dissou dans 2 mL

d'une solution de NaOH 150 mM.
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Pour chaque échantillon, 140 p,L de solution d'humates de sodium sont mélangés

avec 60 ^iL d'ampholyte 40 % (W4) pH 2-11 avec 300 ^L d'eau purifiée afin de diluer

l'ampholyte à une concentration de 5 % (4) et les analytes à une concentration

d'environ 1 s/mL- Ces solutions sont ensuite injectées pendant 15 secondes à haute

pression (20 psi) correspondant à un volume d'injection d'environ 1,1 |J.L. Un voltage

de +24 kV est appliqué entre l'anolyte (10 mM H3P04) et le catholyte (20 mM NaOH

+ 0,06 % (m4) hydroxyl-propyl-méthyl-cellulose).

2.3.3. Separation des composés aromatiques

Pour l'empreinte des différentes liqueurs Bayer, la détection spectrophotométrique est

réalisée directement à 214 nm. Le tampon est constitué d'une solution de 50 mM

tétraborate de sodium à pH 10,01 avec 0,001 % (m/v) de bromure d'hexadiméthrine.

L'injection des liqueurs pures a été réalisée par gravité (5 cm, 2 s). Un voltage de

- 7 kV a été appliqué.

u

Pour le reste des manipulations, un voltage de - 24 kV fut appliqué sur l'appareil

Beckman P/ACE 5500 muni du détecteur spectrophotométrique ultraviolet et d'un

filtre passe bande permettant de mesurer l'absorbance à 214 mn. Les tampons sont

constitués de 25 mM de tétraborate de sodium, 25 mM de Na2HP04 et de 0,001 %

(m4) de bromure d'hexadiméthrine et le pH a été ensuite ajusté avec une solution de

NaOH 50 % (m4) (i.e. 8,794 M). La 2-hydroxyl-propyl-P-cyclodextrine est ajoutée au

tampon, lorsque mentionné, à des concentrations 2, 4 ou 6 mM. L'injection est
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réalisée hydrodynamiquement par l'application d'une pression de 0,5 psi pendant 5 s,

ce qui correspond à l'injection de 4,5 nL d'échantillon.

Extraction liquide-liquide

Un échantillon de 25,00 mL de liqueur est placé dans une ampoule à extraction de

250 mL, on ajoute du HC1 38 % (environ 25 mL) jusqu'à pH 2. Ensuite, 5 g de NaCl

sont dissous dans ce mélange encore chaud. La solution est ensuite extraite avec 3

portions de 10 mL de chlorofonne. Le chloroforme est ensuite évaporé sous pression

réduite, et l'huile odorante est ensuite solubilisée dans 4 mL de NaOH 100 mM et

peut maintenant être injectée directement dans l'appareil d'électrophorèse capillaire.

u
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3. Résultats et discussion

Cette section vise à discuter des résultats obtenus pour la séparation des différentes

families de composés organiques contenues dans la liqueur Bayer. En premier lieu, la

discussion des résultats portera sur les empreintes obtenus pour les divers familles

d'organiques qui se retrouve dans la liqueur Bayer, par la suite les perfomiances de

separations obtenues pour les acides carboxyliques aliphatiques par électrophorèse

capillaire en solution libre en mode anodique seront discutées, suivie de la séparation

des acides humiques par focalisation isoélectrique capillaire, et pour terminer, de

l'élaboration d'une méthode de séparation des acides carboxyliques aromatiques par

électrophorèse capillaire en solution libre en mode anodique en combinaison avec la

chromatographie électrocinétique capillaire suivie de leur analyse quantitative.

u

3.1. Empreinte des différentes familles d'organiques

Dans le but de comparer rapidement la composition des différentes familles de

composés dans deux différentes liqueurs Bayer, des empreintes obtenues par

détection spectrophotométrique ultraviolette indirecte en électrophorèse capillaire en

solution libre en mode anodique ont été réalisés. La figure 16 montre deux cas limites

obtenus avec les liqueurs provenant de l'usine Vaudreuil (tracé en bleu) et de l'usine

Q.A.L. (tracé en rouge). Les autres liqueurs investiguées (Aughinish, Ouro Préto et

Alunort) donnent des résultats intennédiaires et ne sont pas présentées à la figure 16

pour simplifier la figure. Les premiers pics (zone A, figure 16) correspondent à la
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migration des acides organiques aliphatiques ainsi qu'aux acides inorganiques. Les

massifs triangulaires qui suivent (dans la zone B, figure 16) sont des acides

carboxyliques aromatiques qui possèdent des interactions avec le modificateur de

débit électro-osmotique, le bromure de dodécyltriméthyle ammonium, conformément

au résultat obtenu par Masselter et Zemann (61). Les pics négatifs vers 11,5 minutes

(frontière de la zone B et C, verte pâle) corresponds probablement à la migration des

espèces neutres ou non-ionisées à pH 8,63, elles marquent la mobilité du débit

électro-osmotique. Les grands massifs qui se trouvent dans la zone C (figure 16), ont

été attribués aux acides humiques par « dopage » avec un mélange étalon d'acides

humiques. Si le pic négatif correspond au passage des espèces neutres, les acides

humiques sont chargés positivement à ce pH et/ou sont retenus fortement par

adsorption sur les parois du capillaire, car ils migrent après le débit électro-

osmotique. L'utilisation de modificateur organique comme l'acétonitrile dans le

tampon permet d'augmenter l'efficacité de séparation en contribuant à un effet

isotachophorétique, l'entassement ou « stacking » (voir section 1.2.2 e)) pour plus

d'information sur l'effet d'entassement). De plus, l'ajout de modificateur organique

abaisse la constante de dissociation des acides organiques (62, 108, 109) permettant

ainsi d'augmenter la sélectivité de la séparation. Une concentoration de 10 % (7v) en

acétonitrile a été retenue après avoir étudié des concentrations de 5, 10, 15, 20,25 et

30 % (/v). Cette concentration (10 % (/v)) a été retenue parce qu'elle est la

concentration en acétonitrile où la sélectivité de séparation est la meilleure.

0
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Figure 16 Empreinte obtenue par spectrophotométrie ïndïrecte de liqueur Bayer en
électrophorèse capillaire en solution libre en mode inversé (bleu Vaudreuil, rouge
Q.A.L.). Electrolyte de support : 5 mM Cr03, 0,5 mM bromure de dodécyl-triméthyl-
ammonium, 10 % (^/v) CHjCN, 5 M urée, pH 8,63; capillaire de silice : 50 jum de
diamètre interne, 24 cm de longueur et 16 cm de longueur effective; Voltage de
separation : - 30 kV; longueur d'onde de detection : 265 nm.

Dans le but de briser les enchevêtrements entre les molécules d'acides humiques (16),

de l'urée a été ajoutée dans le tampon. Après avoir étudié des concentrations de 2, 5,

8 et 10 Men urée, une concentration de 5 M a été retenue. Cette concentration en

urée permet de faire apparaître plusieurs pics dans la région des acides humiques. En

plus de briser les agrégats d'acides humiques, l'urée augmente beaucoup la viscosité

du tampon et augmente ainsi la fenêtre de migration.

(J
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La figure 16 montre qu'il est possible d'obtenir des empreintes des différentes familles

d'organique contenues dans la liqueur Bayer pour évaluer rapidement leur présence. Il

serait intéressant de reprendre cette expérience à un pH plus élevé afin de voir si la

sélectivité de la séparation s'améliore pour mieux différencier les différentes familles

de composés dans les empreintes. Il est également possible de remarquer à la

figure 16 que la ligne de base ne revient pas à sa valeur initiale après la migration des

acides humiques, ce phénomène est probablement dû à l'adsorption de ceux-ci sur la

couche hémimicellaire. En applicant une séquence de lavage de 2 minutes avec du

NaOH 100 mM, 2 minutes H20 et de 2 minutes tampon, on retrouve la ligne de base

d'origine. Cela appuie l'hypothèse de l'existence d'interactions hydrophobes entre les

acides humiques et le modificateur de débit électro-osmotique. Les résultats de ces

experiences montrent la difficulté de séparer toutes les composés organiques en

utilisant seulement la sélectivité de l'électrophorèse capillaire en solution libre en

mode inversé.

u

3.2. Acides carboxyliques aliphatiques

La littérature est relativement bien documentée sur la séparation et la détection des

acides carboxyliques aliphatiques dans la liqueur Bayer par spectrophotométrie

ultraviolet indirecte (96-108) Ce mode de détection n'est généralement pas très

sensible et donne une limite de détection d'environ 10 M ( /s). Comme nous

souhaitons une meilleure limite de détection, la construction d'un détecteur à

conductivité ionique après suppression a été réalisée (83, 85). Ce type de détecteur



52

0

u

doime une limite de détection de 10 M Ç /s) (83). La figure 17 montre

l'électrophérogramme de la séparation d'un mélange de 7 acides carboxyliques

aliphatiques (figure 18 a) réalisée en électrophorèse capillaire en solution libre en

mode cathodique (i.e. la mobilité électrophorétique des anions est à contre-courant du

débit électro-osmotique). La conductivité très élevée au début (pas visible entre 0 et 2

minutes sur la figure 17 à cause de l'échelle), est due à présence de tampon, dont la

conductivité n'a pas été supprimée dans la cellule de détection. Cette situation peut

être évitée par un préconditionnement à haut voltage qui permet de supprimer la

conductivité due au tampon et remplacer le tampon de rinçage dans la cellule, mais

cette opération n'est pas nécessaire si l'analyse des cations n'est pas requise.

0)

g
T3

26

241-

22 h

20 h

18 \-

30

76 h

0 5 10 15 20 25
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35 40

Figure 17 Electrophérogramme d'un mélange étalon de 7 acides carboxyliques
aliphatique obtenu pour une séparation en électrophorèse capillaire en solution libre
en mode cathodique avec détection par conductivité ionique après suppression.
Electrolyte de support : 2 mM N0^407, pH 9,01; capillaire de silice : 75 jum de
diamètre interne, 60 cm de longueur; Solution de suppression : 5 mM H.2S04; Voltage
de séparation : + 24 kV.
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La suppression de la conductivité du tampon est très efficace; la conductivité

obseryée au début est environ l 000 y.S (pas visible entre 0 et 2 minutes sur la figure

17 à cause de l'échelle) tandis qu'après la suppression, elle est d'environ 16 nS soit

deux décades plus basses. Au début de 1998, Zemann et al. ont mis au point im

détecteur à conductivité ionique capacitif sur coloime sans contact (93), c'est-à-dire

sans cellule de détection (i.e. sans volume mort). La limite de détection est de 5 x 10

M ( /s), mais pourrait être améliorée en utilisant une meilleure électronique (93) ou

par l'utilisation d'un suppresseur de conductivité ionique. Ce type de cellule devient

particulièrement intéressant pour la détection en électrophorèse capillaire sur colonne,

car il n'exclut pas l'utilisation simultanée de la détection spectrophotométrique. Une

telle combinaison pourrait être intéressante car elle combinerait un détecteur universel

(i.e. conductivité ionique) à un détecteur sélectif (i.e. spectrophotométrique).

N,

0

L'efficacité de séparation des pics à 5,50 min (N = 1435 yv/m) et à 6,87 min

(N = 1434 ^4i) n'est pas très bonne par rapport à ce à l'efficacité de séparation

nonnalement observée pour une détection sur colonne (> 100 000 Ar4). Un grand

volume mort induit par le suppresseur avant le détecteur est probablement

responsable de cette piètre efficacité de séparation. Le problème pourrait être réglé en

utilisant une membrane échangeuse de cations de diamètre plus proche à celui du

capillaire de séparation. Les travaux sur ce système ont été abandonnés à cause du

manque de disponibilité de membranes échangeuses de cations de dimensions

compatibles avec la cellule.
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Figure 18 a Structure et propriétés (95) des acides carboxyliques aliphatiques

séparés à la figure 18 b.

0
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3.2.1. Spectrophotométrie indirecte

Une séparation rapide d'une série d'acides carboxyliques aliphatiques réalisée par

mesure spectrophotométrique indirecte à 265 nm avec un tampon chromate (pH 9,03)

est présentée à la figure 18 b. Les sept acides carboxyliques ont été séparés avec une

resolution supérieure à 1,5 en 30 secondes. Il est à noter que la valeur de l'ordonnée a

été inversée dans l'électrophérogramme présenté à la figure 18 b (pratique fréquente

dans la littérature pour présenter un électrophérogramme obtenu par détection

indirecte). L'attribution des pics est présentée à la figure 18 a. Les acides

carboxyliques deviennent anioniques lorsqu'ils sont injectés dans le tampon basique.

Comme les acides carboxyliques aliphatiques ne possèdent pas de chromophore

absorbant à 265 nm, leur passage dans le détecteur amène une baisse de l'absorbance

parce qu'ils déplacent la substance sonde (chromate) contenue dans le tampon. Par

contre, l'anion benzoate possède un chromophore plus intense que le chromate à cette

longueiu- d'onde, produisant une inversion du pic par rapport aux pics des

aliphatiques. A pH 9,03 tous les acides carboxyliques aliphatiques (pKa < 6,4 figure

18 a) contenus dans le mélange possèdent le maximum de charge négative qu'ils

peuvent porter. L'attribution des pics faite par « dopage » confirme l'ordre de

migration selon le rapport charge sur masse (figure 18 a). Ce dernier diminue lorsque

le temps de migration augmente.

u
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Figure 18 b Separation rapide d'une solution étalon d'acides carboxyliques
aliphatiques. Electrolyte de support : 5 mM Na2Cr04, 0,001 % (n/v) HDB, 10% C/v)
CHjCN, pH 9,03; capillaire de silice : 50 ^m de diamètre interne, 24 cm de longueur
et 16 cm de longueur effective; Voltage de séparation : - 30 kV; longueur d'onde de
détection : 265 nm.

3.2.2. Performances obtenues pour la séparation des acides
carboxyliques aliphatiques

u

La séparation rapide des acides carboxyliques aliphatiques est possible en moins de

30 secondes comme le montre la figure 18 b. De plus, l'ordre de migration est relié au

rapport charge sur masse. A pH 9,03, les acides carboxyliques portent le maximum de

charge negative pour la fonction acide, ce qui porte à croire que les fonctions alcool

des acides tartarique et citrique ne sont pas ou peu ionisées à ce pH.
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3.3. Acides humiques

Cette section vise à explorer la possibilité d'appliquer la focalisation isoélectrique

capillaire dynamique pour la séparation des acides humiques.

3.3.1. Focalisation isoélectrique capillaire

La séparation des acides humiques a été réalisée par focalisation isoélectrique

capillaire. Les acides humiques possèdent un maximum d'absorption dans le visible à

400 nm (8, 9) et les ampholytes absorbent fortement dans l'ultraviolet sous 280 nm

(30). Un domaine de longueur d'onde allant de 250 à 500 nm a été choisi afin de

suivre la progression des ampholytes et de détecter les acides humiques. Dans cette

experience, la détection des acides humiques n'est pas compromise par l'absorbance

des ampholytes, comme c'est le cas avec la détection des protéines (chromophore

souvent sous 280 nm), en focalisation isoélectrique capillaire. Cette différence fait de

la focalisation isoélectrique capillaire une méthode de choix pour la séparation et la

détection des acides hiuniques. De plus, dans cette méthode, la grande quantité

d'échantillon pouvant être injectée ne pourra qu'aider à la détection de cette famille de

composés organiques présente dans la liqueur Bayer à une concentration de quelques

grammes par litre.

u

Une des premières étapes dans l'élaboration d'une méthode de focalisation

isoélectrique est d'explorer la plus grande gamme de points isoélectriques possible

afin de situer le domaine de points isoélectriques entre lequels les analytes sont

focalisés. L'utilisation d'étalons, dont les points isoélectriques sont connus avec
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precision et couvrant le gradient de pH, permet de relier le temps de séparation au

point isoélectrique. Une fois cette étape exploratoire effectuée, le domaine de points

isoélectriques couverts par les ampholytes peut être restreint afin d'augmenter la

resolution. Les ampholytes qui couvrent le plus grand domaine de points

isoélectriques (pl compris entre 2 et 11), sont ceux qui ont été utilisés dans le présent

travail. L'utilisation de 0,06 % (4) d'hydroxy-propyl-méthyl-cellulose dans le

catholyte constitué de 20 mM NaOH permet de réduire la vitesse du débit électro-

osmotique afin de laisser le temps à la focalisation de se terminer avant le passage du

détecteur (40, 42).

u

La figure 19 montre la séparation obtenue pour les acides humiques contenus dans le

mélange étalon par focalisation isoélectrique capillaire par mobilisation dynamique

(en une étape). Il est possible de remarquer à la figure 19 en arrière plan « un mur »

qui correspond à la grande absorption des ampholytes (< 280 nm), l'apparition de ce

« mur » vers 10 minutes correspond au remplacement du catholyte dans le détecteur

par les ampholytes. De plus, un changement d'indice de réfiraction dû au

remplacement de la solution catholytique très visqueuse par les ampholytes dilués

dans l'eau, peut être à l'origine de l'absorption sur le domaine de longueur d'onde

étudié à ce temps de séparation. L'ordre temporelle de focalisation sera le suivant :

les substances possédant un point isoélectrique basique jusqu'au pl le plus acide. Les

acides humiques sont focalisés entre 25 et 50 minutes, ils possèdent un maximum

d'absorption à 380 mn confomiément aux travaux qui ont déjà été réalisés par Gordon

Lever (8).
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Figure 20 Agrandissement de la séparation des acides humiques de la solution

étalon d'acides humiques à 380 nm.
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La figure 20 présente un agrandissement de la focalisation isoélectrique capillaire

entre 25 et 40 minutes pour 380 nm, il est possible de remarquer qu'une quinzaine de

pics sont présents. Ces résultats se comparent bien aux résultats obtenus par

Dunkelog et ses collaborateurs en focalisation isoélectrique « classique », ils ont

obtenu une vingtaine de pics avec des ampholytes couvrant un domaine de pl plus

étroit soit 3 à 6. L'utilisation d'un gradient de pH plus étroit (qui englobent les points

isoélectriques des substances séparées à la figure 20) permettra d'obtenir une

meilleure résolution entre les différents points isoélectriques ce qui améliorera la

qualité de la séparation et pennettra d'effectuer une meilleure comparaison avec la

méthode « classique ».

u

La figure 21 montre la séparation obtenue pour l'extrait d'acides humiques provenant

de la liqueur Bayer de l'usine Q. A. L.. Il est possible de remarquer des différences

marquées par rapport au mélange étalon d'acides humiques. Tout d'abord la

distribution des substances semble couvrir à peu près tout le domaine de pH étudié, ce

qui porte à croire que nous sommes en présence d'autres substances plus basiques qui

auraient pu coprécipiter à pH 1,5 ou être piégées par les acides humiques lors de

l'extraction. De plus, plusieurs substances plus acides (temps de focalisation plus

grand que 35 min) semblent être présentes, elles possèdent un maximum d'absorption

vers 380 nm et elles absorbent dans l'ultraviolet contrairement aux acides humiques

étalons, cela laissant présager que des acides carboxyliques aromatiques ont été

trappes dans les acides humiques et ont été extraits avec les acides humiques. La

figure 22 montre l'agrandissement à 380 nm entre 10 et 60 minutes pour la

focalisation de la figure 21. Plusieurs pics sont observés, mais plusieurs massifs

également.
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liqueur de Q.A.L à 380 nm.



0

62

Il aurait été intéressant d'ajouter le mélange étalon d'acides humiques dans l'extrait de

Q.A.L. afin d'essayer d'identifier la position des acides humiques dans cet

isoélectrophérogramme. Les résultats obtenus pour la focalisation isoélectrique

capillaire dynamique sont satisfaisants, compte tenu que nous voulions que voir le

potentiel de séparation de cette approche sur la liqueur Bayer. Une étude plus poussée

devrait être considérée pour aider notre compréhension de cette famille de composés

organiques contenue dans la liqueur Bayer. Une méthode en tandem, comme la

focalisation isoélectrique capillaire couplée à la spectrométrie de masse, très utilisée

pour la séparation de paire de base de l'ADN et AKN, serait probablement la voie à

explorer. La séparation des substances humiques serait représentée deux dimensions :

i) par leur point isoélectrique (focalisation isoélectrique capillaire), ii) les différentes

masses qui se trouvent à ce point isoélectrique (spectromètre de masse).

0

3.4. Acides carboxyliques aromatiques

Les acides carboxyliques aromatiques sont considérés par plusieurs chercheurs

comme les « blocs d'assemblages » des substances humiques et de la lignine (8, 9, 45,

46). La séparation de cette famille de composés n'est pas très bien documentée,

malgré leur facilité de détection par spectrophotométrie directe dans l'ultraviolet.

3.4.1. Choix du tampon

Un tampon acide borique / borate de sodium est souvent utilisé en électrophorèse

capillaire à cause de sa faible conductivité électrique permettant l'utilisation de plus
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fortes intensités de champs électriques sans trop produire de chaleur par effet Joule, et

ce pour une grande force ionique. Il y a déjà 120 ans que Jahn a démontré les

interactions entre les catéchols et l'acide « boronic » (acide borique) (115).

OH borate

OH

°./OH
OB^OH

catéchol

OH

OH

0

borate

OH
/0

B~- OH

0

0

acide salicylique

Figure 23 Formation de complexes bidentates d'acides organiques avec le borate.

Depuis le début des années 50, il est bien connu que l'acide borique et le borate

possèdent l'habilité de complexer les hydrates de carbones induisant ainsi un

changement du rapport charge sur masse (111-113). Bôeseken a montré que l'ion

borate peut complexer l'acide salicylique et le catéchol (111) (figure 23). Lerch et al.

ont utilisé cette propriété pour améliorer la résolution obtenue entre différentes

protéines par électrophorèse sur gel (114). Les molécules « blocs » qui sont à la base

des substances humiques possèdent des fonctions acides carboxyliques et des

fonctions alcools, et le borate pourra donc induire un changement dans le rapport

charge sur masse de celles-ci pour ainsi aider à leurs séparations.

0
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3.4.2. Empreinte d'acides aromatiques dans la liqueur Bayer

Les acides organiques aromatiques possèdent un chromophore à 254 mn (45) et un

autre plus sensible à 214 nm (46). Il devient alors intéressant d'utiliser la sélectivité

de la détection spectrophotométrique à cette longueur d'onde (7-11). Parce que les

acides organiques aliphatiques ne possèdent pas de chromophore à 214 nm. Les

électrophérogrammes présentés à la figure 24 et 25 montrent les empreintes de

différentes liqueurs pures obtenues avec une détection spectrophotométrique directe à

214 nm en électrophorèse capillaire en solution libre et en mode anodique. Le temps

de migration sera inversement proportioimel au rapport charge sur masse des

analytes. En admettant que la masse des différents acides carboxyliques aromatiques

est à peu près constante, il est possible d'affirmer que les substances migrant en

premier possèdent plusieurs charges négatives, ce qui revient à dire plusieurs

fonctions acides carboxyliques et ou fonctions alcools.

Comparativement aux empreintes obtenues par détection spectrophotométrique

indirecte (figure 18, àpH = 8,63, pic large et triangulaire, entre 4 et 11 minutes) celle

obtenues directement pour les acides carboxyliques aromatiques (figure 24 et 25, pH

= 10,01, pic plus fin) montrent des différences significatives entre les différentes

liqueurs Bayer. D'une part ces différences peuvent être attribuables à l'augmentation

de la sélectivité de séparation avec l'augmentation du pH de l'électrolyte de support,

par l'augmentation de l'ionisation des fonctions acides. Et d'autre part, l'utilisation

d'un electrolyte de support composé de borate de sodium permet de changer le

u



65

0 rapport charge sur masse des analytes (comme expliqué à la section 3.4.1.) permettant

d'obtenu' une meilleure sélectivité de séparation.
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>
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Figure 24 Empreinte de deux liqueurs Bayers obtenue pour l 'injection directe de
liqueur. Electrolyte de support: 50 mM A^AOz, 0,001 % (m/^) HDB, pH 10,01;
capillaire de silice : 50 jum de diamètre interne, 57 cm de longueur et 50 cm de
longueur effective; Voltage de separation : - 7 kV; longueur d'onde de détection :
214 nm.
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Figure 25 Empreinte de liqueur Bayer obtenu pour l'injection directe de liqueur IL
Electrolyte de support : 50 TTîMA^^^Oy, 0,001 % (n/v) HDB, pH 10,01; capillaire de
silice : 50 fim de diamètre interne, 57 cm de longueur et 50 cm de longueur effective;
Voltage de séparation : - 7 kV; longueur d'onde de détection : 214 nm.

On peut également remarquer que la ligne de base après 18 minute ne revient pas à sa

valeur mitiale et ce peu unporte la provenance de la liqueur. La présence de

substances humiques, qui s'adsorberaient de manière irreversible sur les parois du

capillaire, est probablement à l'origine de ce phénomène. Une extraction liquide /

liquide préalable des acides carboxyliques aromatiques permettra probablement de

régler ce problème.
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3.4.3. Elaboration d'une méthode de séparation.

Bullock et ses collaborateurs ont montré que l'utilisation de tampons mixtes pouvait

améliorer la symétrie des pics, la résolution et la sensibilité (116). C'est pour cette

raison que le mélange de tétraborate de sodium et de phosphate dibasique de sodium a

été utilisé pour la réalisation du tampon. Des mélanges de ces deux produits dans des

proportions de 5: 5, 15: 15, 25: 25, et 50 : 50 mM ont été réalisés afin d'étudier

l'influence de la composition du tampon. Le mélange de borate et de phosphate

dibasique en proportion équimolaire donne un pH d'environ 8,7, alors qu'un mélange

d'acide borique et de phosphate tribasique en proportion équimolaire donne un pH

d'environ 11,5 ce qui est trop élevé pour le pH visé (10,0). Vu la sélectivité que nous

avons obtenue pour les acides carboxyliques aromatiques à pH 10,01, le pH de toutes

ces solutions a été ajusté à pH 10,00 à l'aide de NaOH 50 % (%). Après l'étude de

l'influence de ces différentes compositions sur la séparation d'un mélange étalon de

différents acides carboxyliques aromatiques, nous avons retenu une composition de

25 mM borate et 25 mJM phosphate dibasique pour la suite des études d'optimisation.

Le mélange de composition 50 : 50 a occasioimé une coupure de courant sur notre

appareil, probablement à cause d'un trop grand dégagement de chaleur portant ainsi

l'électrolyte de support au dessus de sa température d'ébulition.

0
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Figure 26 Structures des acides carboxyliques aromatiques, les acides sont classés

selon leur ordre de migration à la figure 29.
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Pour la suite du travail, notre appareil « maison » a été délaissé au profit d'un appareil

commercial Beckman P/ACE 5500.

Les acides carboxyliques aromatiques, qui ont été étudiés, sont présentés à la

figure 26. L'étude de l'influence de la variation du pH du tampon 25 mM borate et 25

mM phosphate dibasique sur la mobilité électrophorétique des différents acides est

montrée à la figure 27. Pour des raisons de clarté de présentation, seulement quelques

courbes ont été présentées à la figure 27, les courbes absentes étant des courbes

intermédiaires. Les études de pH ont été réalisées à des valeur de 8,74, 9,50, 10,00,

10,50, 11,00 et 11,50. A la figure 27 on constate, en observant la mobilité

électrophorétique des différents acides carboxyliques aromatiques de la solution

étalon, que la sélectivité de la séparation est améliorée par une augmentation du pH.

Egalement, on peut observer qu'à des pH plus grands que 10, le modificateur de

surface (bromure d'hexadiméthrine) commence à se détacher des parois, car la

mobilité du débit électro-osmotique diminue significativement à des pH supérieurs à

10. Des valeurs de pH de 10,00 et 11,25 ont été retenues pour poursuivre la

maximisation de la séparation, à cause d'une part de la qualité de la séparation

obtenue et d'autre part de la forme des pics obtenus.

u
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aromatique.

0

A la figure 27, il est possible de remarquer que quelques acides possèdent la des

mobilités électrophorétiques identiques à pH 10,00, les acides # 11,# 13 et# 14 amsi

que les acides # 3 et #4 (voir ûgure 27). Les travaux de Khaled et al. ont montré que

la p-cyclodextrine permet de résoudre plusieurs isomères d'acides carboxyliques

aromatiques par rapport aux formes a et y de cyclodextrme (59), la cavité de la P-

cyclodextrine sera donc retenue pour tenter de changer sélectivement la mobilité
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électrophorétique des acides plus petits par rapport aux acides plus gros permettant

ainsi leur résolution.
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Figure 28 Effet de la concentration en 2-hydroxypropyl-P-cyclodextrine sur la

mobilité électrophorétique.
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La figure 28 montre l'effet de la concentration en 2-hydroxypropyl-P-cyclodextrine

sur la mobilité électrophorétique des acides carboxyliques aromatiques qui composent

la solution étalon à pH 10,00 pour des concentrations de 0, 2, 4 et 6 mM. On
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remarque que la migration de l'acide # l ne semble pas trop être influencée par la

presence de 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrine, par contre la mobilité

électrophorétique de l'acide # 12 est significativement influencée permettant

maintenant de résoudre ces deux acides. De la même manière, la mobilité

électrophorétique des acides # 2 et# 10 peut être sélectivement changée pour

permettre leur séparation. Une concentration de 2 mM en 2-hydroxypropyl-P-

cyclodextrine est retenue pour la suite du travail, une concentration entre l et 4 mM

pourrait tout aussi bien faire l'affaire. La même étude de mobilité électrophorétique

par rapport à la concentration en 2-hydroxypropyl-p-cyclodextrine a été faite pour un

pH de 11,25, mais la séparation obtenue est moins bonne et ce pH a été rejeté.

L'électrophéro gramme correspondant aux conditions maximisées en fonction du pH

(pH 10,00) et de la concentration en 2-hydroxypropyl-P-cyclodextrine (2 mM) est

présenté à la figure 29 pour la solution étalon (-50 mg/L de chaque analyte de la

figure 26). Le chiffre en gras représente le numéro de l'acide selon la nomenclature

de la figure 26 et le nombre entre crochet correspond au nombre maximum de charges

qui peuvent être portées par l'acide. Il est possible de voir que l'acide 1,2,4-

benzènetricarboxylique # 3 et l'acide 1,3,5-benzènetricarboxylique # 4, deux

isomères de position, ne sont pas résolus contrairement à la différence de mobilité

électrophorétique qui avait été montré à la figure 28.

u
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Figure 29 Electrophérogramme du mélange étalon d'acides carboxyliques
aromatiques. Electrolyte de support : 25 mM A^^-S^Oy, 25 mM Na2HP04,
0,001% C/v) HDB, 2 mM HP-P-CD, pH 10,00; capillaire de silice: 50 iim de
diamètre interne, 57 cm de longueur et 50 cm de longueur effective; Voltage de
separation : - 24 kV; longueur d'onde de détection : 214 nm.

La figure 30 montre l'électrophérogramme obtenu pour la liqueur Bayer provenant de

deux usines différentes en utilisant le meilleur tampon (i.e. 25 mM borate, 25 mM

phosphate dibasique, 0,001 % (/(/), pH 10,00). Le tracé en bleu correspond à la

liqueur provenant de l'usine Vaudreuil, une usine à basse température, et le tracé en

rouge correspond à celle de l'usine Alunorte, une usine à haute température.

u
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u

Il est possible de remarquer que les acides carboxyliques aromatiques identifiés à la

figure 30 sont présents dans les liqueurs Bayer des deux différentes usines, mais à des

concentrations différentes. Il est possible également de remarquer la grande

reproductibilité des temps de migrations des différents acides et ce pour des

échantillons provenant de deiix usines différentes. Contrairement, à l'mjection directe

de la liqueur pure (figure 24 et 25) la ligne de base revient à sa valeur initiale, ce qui

semble confirmer l'hypothèse que des substances humiques restaient agrippées sur les

parois du capillaire dans le cas de l'injection de la liqueur pure. Les acides organiques

aromatiques qui ont été identifiés par « dopage » dans les extraits des différentes

usines ont de bonne chance de correspondre aux composés qui migrent au même

temps, mais leur identification n'est pas absolue.
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Figure 30 Électrophérogramme pour la séparation des acides carboxyliques
aromatiques dans la liqueur Bayer provenant de deux différentes usines. Electrolyte
de support : 25 mMTV^^^z, 25 mMNa2HP04, 0,001 % C/v) HDB, 2 mM HP-J3-CD,
pH 10,00; capillaire de silice : 50 /^m de diamètre interne, 57 cm de longueur et 50
cm de longueur effective; Voltage de séparation : - 24 kV; longueur d'onde de
détection : 214 nm.
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3.4.3. Analyse quantitative

Le tableau l montre les données sur les temps de migrations des différents acides

carboxyliques aromatiques, la reproductibilité du temps de migration, l'efficacité de la

separation et la mobilité électrophorétique. On peut remarquer que la reproductibilité

sur le temps de migration est presque toujours meilleure que l % en terme d'écart-

type relatif. L'efficacité de séparation pour les différents acides est supérieure à

100 000 plateaux théoriques par mètre. Cette efficacité de séparation peut être

attribuable à i) l'utilisation d'un modificateur de débit électro-osmotique en matériau

de polymère qui réduit l'effet hydrophobe entre lui et les analytes et il) à la simplicité

des équilibres impliqués dans le tampon en présence d'un modificateur de débit

électro-osmotique en matériau de polymère et de cyclodextrine comparativement à

l'utilisation de surfactant (figure 12).

u
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Tableau I Temps de migration et efficacité de séparation du mélange étalon de 22
acides carboxyliques aromatiques.

# Temps de

migration

moyen * (min)

Ecart type*

(min)

Ecart type

relatif* (%

Efficacité de la

separation

(N/m)

Mobilité

électrophorétique
<cm2(cm7v.s)

l •

i E

3 3,265 0,026 0,81 27800 -4,558

4 3,265 0,026 0,81 27764 -4,558

3,612 0,028 0,793 63050 -3,978

3,972 0,0110 0,27 119700 -3,482

3,776 0,010 0,26 46050 -3,741

4,309 0,0108 U,23 135 000 -3,092

4,3879 0,026 0,58 154 000 -3,011

10 4,409 0,045 1,0 210400 -3,988

11 4,608 0,062 1,3 149 600 -2,795

12 4,826 0,016 0,33 149 100 -2,600

13 4,716 0,038 0,80 149 600 -2,696

14 4,946 0,021 0,42 166700 -2,501

15 5,034 0,022 0,44 139 000 -2,430

16 5,034 0,022 0,44 139 000 -2,430

17 5,227 0,022 0,41 173 000 -2,286

18 5,287 0,019 0,36 162 600 -2,243

19 5,680 0,020 0,35 146 600 -1,983

20 5,735 0,017 0,29 167 100

169^00

-1,797

21 5,895 0,022 0,39

22 6,002 0,0038 0,11 14270 -4,434

El 5,588 0,021 0,34 105 000 -2,041

Pour un nombre de 20 mesures
* Voir le texte.
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Le tableau II montre les équations des droites d'étalonnage direct obtenues avec la

hauteur et l'aire du pic, et d'étalonnage interne avec l'aire du pic. La droite

d'étalonnage direct selon la hauteur du pic est la moins linéaire (R2 > 0,921), de plus,

l'ordonnée à l'origine ne passe pas par zéro. L'étalonnage direct selon l'aire du pic

améliore beaucoup la linéarité (R2 > 0,997), mais surtout la qualité de l'ordonnée à

l'origine. L'étalonnage interne améliore la linéarité (R2 > 0,9991) tout en gardant la

même qualité d'ordonnée à l'origine qu'avec l'étalonnage direct par l'aire du pic.

L'analyse des acides # l et#2 fut rejetée, car l'analyse des solutions mères a révélé la

decomposition de ces acides. Les piètres coefficients de corrélations multiples par

étalonnage interne (0,9553 et 0,9898) de ces deux substances ont permis de détecter

la décomposition des solutions mères. L'étalonnage direct par l'aire du pic est retenu

pour la quantification des acides carboxyliques aromatiques dans la liqueur Bayer.

L'erreur relative sur la pente de la droite d'étalonnage est inférieur à 1,2 % et l'erreur

relative sur l'ordonné à l'origine est inférieur à 2,5 %.

u
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0 Tableau II Comparaison entre les différentes méthodes de calibration pour un

domaine de concentration allant du blanc à 400 S/L.

# Equation de la droite

pour la hauteur pic

R32 Equation de la droite

pour l'aire du pic

Rz Equation de la droite par

étalonnage mteme selon l'aire

Â5/ÂÉI = 0,0021 [5] + 0,0012

R2

• sa • • 11 •

5 H 41,7 [5] + 3040 0,9901 A 62,9 [5]-7,91 0,99935 5 0,9997

6 Hfi =41,2 [6]+820 0,9698 Ae= 86,6 [6]-21,4 0,9997 Afi/Afa = 0,003 [6] -0,002 0,9998

7 H7= 18,5 [7]+961 0,9206 Â7= 68,7 [7]-154 0,9997 Â7/AÉI = 0,0023 [7] - 0,0019 0,9995

8 Hg= 27,8 [8]+141 0,9924 As =39,7 [8]-70,5 0,9982 A8/AÉi=0,001[8]-0,003 0,9996

9 H9 =41,0 [9]+574 0,9929 Â9 = 46,2 [9] + 67,3 0,9993 Â9/AÉI = 0,0016[9] + 0,0016 0,9998

10 H10 56,5 [10]+539 0,9961 Aio= 63,9 [10]+28,8 0,9992 AIO/AÉI = 0,0021 [10] + 0,ÔOOTT 0,9997

11 Hii=45,3[ll]+269 0,9953 Aii=56,6[ll]+-22,T 0,9996 AII/AÉI = 0,0019 [11] - 0,OÔOOT 0,9998

12 Hi2 = 77,8 [12] + 899 0,9883 Au =111 [12]+160 0,9991 AIÎ/AÉI = 0,0038 [12] + 0,0038 0,9998

13 Hi3=34,5[13]+156 0,9861 Ai3=46,5[13]-106 0,9969 Ai3/AÉi= 0,002 [13]-0,004 0,9994

14 Hi4= 44,7 [14]-10,8 0,9998 AM = 52,4 [14]-14, l 0,9983 AH/AÉI = 0,0018 [14]+ Ô,OOÎT 0,9992

17 Hi7 = 50,6 [17] + 106 0,9986 Ai7=65,l[17]+238 0,9978 AIY/AÉI = 0,0022 [17]+0,007 0,9992

18 His =29,3 [18]+139 0,9882 Aïs =51,2 [18]-83,3 0,9971 Ai8/ÂÉi-=0,002[18]-0,004 0,9995

19 Hig= 62,5 [19]+1060 0,9868 Ai9=134[19]+200 0,9978 AIS/AÉI = 0,0046 [19]+ 0,005 0,9991

20 H2o=18,3[20]+268 0,9754 Â2o= 49,0 [20]-41,5 0,9973 AZQ/AÉI = 0,002 [20] - 0,002 0,9995

22 l Hz2= 5,19 [22]+ 65,1 0,9717 l Â22 = 13,2 [22] -144 0,9953 AZZ/AÉI =0,0004 [22] - 0,005 0,9991

Légende : H : hauteur du pic, A : aire du pic, [#] : concentration de l'acide

carboxylique aromatique selon figure 26 en %.

u
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Le tableau III montre l'analyse quantitative des différents acides carboxyliques

aromatiques dans les liqueurs Bayers provenant de différentes usines : l'usine Q.A.L.

possède la plus grande concentration en acides carboxyliques aromatiques de toutes

les usines étudiées. La liqueur d'Alunorte est la moins concentrée et cela est

attiibuable au jeune âge de la liqueur qui n'a pas encore eu le temps d'accumuler

beaucoup de matières organiques comparativement aux deux autres usines à haute

température (Q.A.L. et Aughinish). Il est très difficile de trouver une relation entre la

concentration des différents acides dans les usines à hautes et à basses températures.

L'utilisation d'un logiciel de chemométrie permettrait possiblement la distinction

entre les deux types d'usine. Les limites de détection sont comprises entre 0,50 et

7,5 S/L. Cette performance peut être expliquée par la très bonne efficacité de

separation obtenue (100 000 plateaux par mètre) avec l'utilisation du modificateur de

débit électro-osmotique en matériau de polymère en combinaison avec un champ

électrique intense (- 421 /cm). La limite de détection est évaluée avec la hauteur du

pic, cela implique en électrophorèse capillaire qu'une meilleure efficacité de

separation pennet d'augmenter la hauteur du pic et du même fait abaisser la limite de

détection. Ces résultats sont en accord avec les suggestions faites dans l'article de

Jorgensen et a/.(28).

u
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n Tableau III Analyse quantitative des différents acides carboxyliques aromatiques

dans la liqueur Bayer de différentes usines.

u

Usine à haute

Température

LD Q.A.L.

rvz)
Aughinish

TO)

Usine à basse

température

Alunorte

r/z)

LD : Limite de détection

ND : Non détecté

Ouro

Preto

(m%)

Vaudreuil

(m8/L)3a/Acide /s

# (m%)

Ill
• •

0,935 1490 31,8 10,1 115 32,5

6 0,94 553 87,9 14,5 288 18,9

7 2,1 945 339 38,5 370 103

8 1,4 389 279 90,8 134 161

9 0,94 249 99,8 15,7 203 87,0

10 0,68 172 43,3 10,8 69,8 31,6

11 0,85 304 40,0 18,0 124 89,3

m12 0,50 29,3 11,2 11,4

13 u 133 8,0 42,6 in

14 0,87 45,0 14,5 2,4 23,7

17 0,77 49,8 10,1 10,0 17,0 20,3

18 1,3 300 18,4 1,8 3,8

19 0,62 32,4 0,8 1,83 3,13 0,7

20 2,1 86,6 7,3 KM 9,38 4,85

22 7,5 24,9 32,9 9,86 139
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3.4.5. Etude de la mobilité en fonction du rapport charge sur masse

Dans le but vérifier si la mobilité électrophorétique des acides carboxyliques

aromatiques peut être reliée au rapport charge sur masse selon la loi de Stoke

modifiée en reliant le rayon hydrodynamique r à la masse M selon l'équation M =

p\—7TT3\, un tracé de la mobilité électrophorétique des différents acides en

fonction d'un rapport charge sur masse estimé a été fait à la figure 31 pour un pH de

10,0.
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Rapport charge sur masse |Z/M| (mol/g)
0.01

Figure 31 Tracé de la mobilité électrophorétique en fonction du rapport charge sur

masse pour les acides carboxyliques aromatiques monochargés étudiés. Equation de

la droite ^ep = -338 (Z/M) - 0,211, R2 = 0,987.
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La charge a été estimée en faisant de l'hypothèse suivante : les acides carboxyliques

aromatiques possédant une seule fonction acide carboxylique porteront une charge

negative compte tenu du pH de 10,0 par rapport à leur constante de dissociation acide

qui est d'environ 5 (en première approximation, un acide qui se trouve dans une

solution dont le pH est de deux unités supérieur à sa constante de dissociation acide

(i.e. Ka), nous pouvons considérer qu'il est complètement dissocié). Neuf acides se

retrouvent dans cette situation, le tracé de leur mobilité électrophorétique en fonction

de leur rapport charge sur masse (figure 31) est linéaire avec un coefficient de

correlation multiple de 0,985. Ce résultat semble appuyer l'hypothèse faite

précédemment. En connaissant la pente de cette droite la charge des acides

multichargés a pu être estimée. Le nombre de charges estimées est présenté au tableau

w.

(J

Tableau IV Charge estimée pour les différents acides carboxyliques aromatiques

# l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1.2 2 2.6 2.55 1.8 1.6 1.3 1.7 1.3 1.8z

# 12 13 14 16 17 18 19 20 2115 22

z 1.1 1.5 2.2

# : numéro de l'acide carboxylique aromatique selon figure 26.

Z : la charge estimée selon le tracé à la figure 31.

* : charge posée selon l'hypothèse décrite dans le texte.
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Les résultats obtenus à la figure 31 semblent s'écarter de ce que suggère la théorie qui

dit que : « si la forme des acides carboxyliques aromatiques est considérée comme

étant sphérique, la mobilité électrophorétique des acides devrait être proportioimelle

au rapport de la charge sur la racine cubique de la masse | ^/ \_ | ». Les résultats
M3.

obtenus montrent que la mobilité électrophorétique est proportionnelle au rapport

charge sur masse ( /M). De plus, l'ordoimée à l'origine semble assez proche de zéro.

Cette écart par rapport à la théorie pourrait être expliqué en partie par l'hypothèse sur

la forme des petites molécules, mais pourrait également être expliqué par l'habilité du

borate à complexer les fonctions acides carboxyliques et les fonctions alcools

modifiant ainsi le rapport charge sur masse.

u
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4« Conclusion

L'appUcation de l'électrophorèse capillaire à la séparation des composés organiques

dans la liqueur Bayer a pennis de réaliser la séparation de plusieurs familles de

composés organiques.

Tout d'abord, l'électrophorèse capillaire en solution libre et en mode anodique avec

détection spectrophotométrique indirecte a permis d'obtenir une empreinte rapide (en

moins de 15 minutes) des familles suivantes : i) les acides inorganiques, ii) les acides

organiques aliphatiques, iïi) les acides organiques aromatiques et iv) les acides

humiques. Les empreintes obtenues permettent une évaluation rapide de la teneur en

ces différentes familles de composés par l'injection directe sans aucune préparation

préalable de l'échantillon de liqueur dans un système d'électrophorèse capillaire. Ce

même mode de séparation a permis de réaliser la résolution de sept acides organiques

aliphatiques en moins de 30 secondes en solution synthétique.

L'utilisation de l'électrophorèse capillaire en solution libre et en mode inversé avec

détection spectrophotométrique directe permet revaluation rapide de l'aromaticité de

la liqueur sans aucune préparation d'échantillon préalable en moins de dix minutes.

u

Par la suite, l'élaboration d'une méthode d'électrophorèse capillaire en solution libre

en mode anodique combiné à la chromatographie électrocinétique avec détection
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spectrophotométrique directe a permis la séparation et la détection de 22 acides

organiques aromatiques en moins de 6 minutes dans la liqueur Bayer.

L'analyse quantitative de ces différents acides carboxyliques aromatiques peut être

réaliser par étalonnage direct, toutefois une extraction liquide/liquide est nécessaire

pour contrer l'effet de matrice observé lors de l'injection directe de la liqueur. Cette

même méthode permet revaluation de la charge effective des différents acides

organiques aromatiques multichargés.

Finalement, l'utilisation de la focalisation isoélectrique capillaire a permis d'obtenir

une quinzaine de pics lors de la séparation des acides humiques après une extraction

sur la liqueur.

La détection spectrophotométrique indirecte reste encore le meilleur moyen de

détection des acides carboxyliques aliphatiques compte tenu des contraintes

inhérentes au tampon que demande la détection par conductivité ionique. La

realisation d'un détecteur à conductivité ionique après suppression est excessivement

difficile vu le manque de disponibilité de membrane échangeuse de cations qui

peuvent s'adapter aux faibles dimensions du capillaire. La construction reproductible

d'une cellule de détection par conductivité ionique est également très difficile vu la

dimension de cette dernière. La détection par conductivité ionique capacitive (sans

contact) sera un moyen de détection à considérer dans le futur et l'adaptation d'un

u
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suppresseur de conductivité précédant la cellule de détection permettra possiblement

d'améliorer la limite de détection afin d'atteindre environ 10 nM.

Il est possible d'identifier les différentes familles d'organiques dans la liqueur Bayer

par électrophorèse capillaire en solution libre et en mode anodique avec une détection

spectrophotométrie indirecte. L'utilisation d'urée permet de briser les

enchevêtrements entre les différentes substances humiques permettant l'apparition de

nouveaux pics dans « l'empreinte » obtenue.

Les résultats obtenus en focalisation isoélectrique capillaire avec mobilisation

dynamique sont très encourageants pour la séparation des acides humiques. Ce mode

a permis de séparer et de détecter la présence de plusieurs substances humiques dans

la liqueur de l'usine Q.A.L.. Pour amméliorer la détection, la focalisation

isoélectrique capillaire couplée avec la spectrophotométrie de masse pourrait être une

méthode de choix pour la caractérisation des substances humiques considérant le fait

qu'aucun étalon de substances humiques existe jusqu'à présent. Le centre de

recherche et développement Arivida d'Alcan a déjà manifesté son intérêt pour le

couplage de cette méthode à un micro-chromatographe en phase liquide à haute

perfonnance muni d'un spectromètre de masse.

u

Il a été possible de trouver un tampon mixte borate / phosphate pour maximiser la

separation d'une vingtaine d'acides carboxyliques aromatiques semblables et d'en

identifier plusieurs présents dans la liqueur Bayer. L'utilisation de cyclodextrine
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comme phase pseudo-stationnaire a démontré son utilité afin de résoudre un mélange

complexe. Les efficacités de séparation obtenues avec le tampon maximisé sont

supérieurs à 100 000 plateaux par mètre pour tous les acides carboxyliques

aromatiques étudiés. La reproductibilité des temps de migration est également très

bonne avec une précision de moins de l %. L'étalomiage direct par la mesure de

l'aire des pics pennet de doser les différents acides avec suffisamment de précision

dans la liqueur Bayer. Présentement, le manque d'intérêt du Centre de recherche et de

développement Arvida pour les acides carboxyliques aromatiques contenus dans la

liqueur ne permettra pas l'application de cette méthode dans l'industrie de

l'aluminium. Par contre, l'industrie des pâtes et papier semble beaucoup plus

intéressée à la séparation et la quantification de ces acides carboxyliques aromatiques

en tant que produits de dégradation de la lignine. L'industrie des pâtes et papiers

voulant détmire sélectivement la lignine qui maintient les fibres de bois ensemble. La

mesure de la concentration de ces composés dans les procédés chimique de pâtes et

papier pennet de mesurer directement la performance d'une usine. L'évaluation des

performances du procédé chimique de pâtes et papier est présentement réalisé de

manière indirecte soit par la mesure de la disparition des réactifs.

u

Les résultats obtenus avec notre méthode pour l'analyse des acides carboxyliques

aromatiques ont montré que la mobilité électrophorétique des acides carboxyliques

aromatiques varie linéairement avec le rapport charge sur masse. Ces résultats portent

à croire que les acides carboxyliques aromatiques ne doivent pas être considérés

comme des sphères comme le fait présentement la théorie.
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Les résultats obtenus en focalisation isoélectrique capillaire sont sans aucun doute

ceux pour lesquels Alcan manifeste le plus d'intérêt. Les études qui ont été faites en

focalisation isoélectrique électrique capillaire était en faites à titre exploratoire, par

contre, l'exploration de cette avenue sort considérablement du cadre de ce projet de

maîtrise. Nous suggérons donc de poursuivre l'exploration de ce filon excessivement

prometteur, car aucun autre chercheur n'a, jusqu'à présent, réussi une telle qualité de

separation pour les acides humiques.

0
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