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SOMMAIRE

Les composés allélopathiques sont des composés chimiques synthétises
par les plantes et qui ont pour but d’affecter la croissance d’autres especes au
voisinage de I'espéce concernée. Ces substances peuvent étre libérées a partir
des feuilles, de la tige et des racines. Par le fait méme, une certaine quantite de

ces substances se retrouve également sur la terre avoisinant I'espéce.

Les substances allélopathiques constituent un atout supplémentaire
propres a certaines plantes qui compétitionnent avec d'autres végétaux pour un
milieu donné. Toutefois, 'humain peut tirer profit de ce mécanisme de défense.
En effet, il est possible de substituer les herbicides actuels, d’origine synthétique
et non biodégradables dans 'environnement, par les substances allélopathiques.
Hydro-Québec étudie cette alternative sérieusement puisqu'elle doit, d'ici
quelques années, cesser l'utilisation des herbicides sous leurs lignes haute

tension.

Déja, I'analyse des composés allélopathiques provenant des tiges et des
feuilles a été effectuée. Toutefois, I'extraction des substances déposées dans la
terre pose de nombreux problémes. En effet, quelques essais préliminaires ont
montrés l'inéfficacité des techniques traditionnelles d’extractions (Soxhlet et

sonification) pour extraire les composés allélopathiques de la terre.

Nous avons donc mis au point un systéme d'extraction par fluide
supercritique (SFE) exploitant le CO,. Un fluide supercritique (FS) possede un
pouvoir solvatant semblable & celui d’'un liquide et une diffusion se rapprochant
de celle d'un gaz. Ces propriétés sont un atout important dans le cas de matrices

poreuses et complexes comme la terre. De plus, I'addition de modifiant (co-
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solvant) au FS permet de solvater, aussi bien les composés polaires qu’ apolaires
et ce, méme a de trés basses températures. Le temps des extractions est aussi
diminué de 20 a 40 fois comparativement aux techniques classiques. Une fois
extraites, les substances étaient analysées par HPLC et GC. De trés bons
rendements ont été obtenus comparativement a des essais effectués par

extraction en continu (Soxhlet).

Des essais préliminaires de séparation et d'identification de composés
allélopathiques contenus dans des sols ont été effectués par chromatographie en
fluide supercritique (SFC) et par spectrométrie de masse (MS). De plus, une
étude portant sur le couplage SFC/MS a montré que le FS utilisé (CO,) était
compatible avec cette approche. A la limite, un couplage SFE-SFC/MS
permettrait d’'améliorer encore davantage la sensibilité et la rapidité de la

technique.
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Chapitre 1

INTRODUCTION

Ce n’est que depuis les années 70, bien aprés le début de I'expansion
industrielle qui a commencé au début du siécle, que la communauté scientifique
se soucie réellement de 'environnement. De nombreux produits toxiques ont été
et sont toujours rejetés dans I'environnement sans qu'aucun contrle ne soit
exercé. Certains de ces éléments ou composés se révélent trés néfastes pour les
organismes animaux et végétaux. Malgré plusieurs catastrophes écologiques, la
révolution industrielle permet difficilement la modification des habitudes humaines

et les fagcons de faire au détriment de I'environnement.

Le gouvernement, suite & la pression exercée de certains groupes et grace
a quelques chercheurs anxieux d’améliorer notre qualité de vie, a légiféré sur
Putilisation des composés chimiques. Par exemple, I'emploi d’herbicides
synthétiques contrélant la végétation, ne sera plus autorisé au Québec d’ici
quelques années et ce, dans le but d’éliminer les effets de ces herbicides non
biodégradables sur la flore et la faune.

Les grandes compagnies exploitant les herbicides cherchent une alternative
permettant de contrler la végétation tout en respectant les contraintes
|&gislatives. Hydro-Québec, par exemple, s'est tournée vers ['utilisation
d’herbicides naturels. Certaines plantes rejettent des composés dans la nature
dans le but d’éliminer d’autres plantes compétitionnant pour le méme milieu. La
détermination de ces composés dits “allélopathiques” permettra de répondre aux
besoins d’Hydro-Québec et ainsi, éliminer les effets nuisibles des herbicides
synthétiques. L’allélopathie est une arme naturelle que la végétation emploie pour
compétitionner. Les substances émises par certains végétaux proviennent des
feuilles, des racines, du tronc et peuvent méme se retrouver dans la terre ou dans

les plants environnants.
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Les travaux que nous avons effectués portent, plus spécifiquement, sur
Fanalyse de ces composés allélopathiques qui peuvent se retrouver sur la terre

au voisinage des plantes.

Lorsque les analytes sont contenus dans une matrice simple comme l'eau,
la préparation de I'échantillon est courte et demande moins de manipulations en
général. Dans d'autres cas, comme celui de la terre, la matrice est trés complexe
et les analytes ne peuvent-étre analyses directement. I faut alors chercher a
transférer les composés & doser dans une matrice plus simple comme l'eau. |
n'existe pas de technique d’extraction universelle pour tous les éléments ou
composés organiques. Les techniques d’extraction couramment employées pour
isoler les substances organiques font appel a des équilibres liquide-liquide ou
solide-liquide. Par exemple, I'extraction liquide-liquide ABN (acide-base-neutre)
est efficace pour séparer quelques produits présents en assez grande guantite.
Cette technique devient de moins en moins efficace lorsque le nombre de
composés augmente dans I'échantillon (matrice plus complexe). L’extraction
solide-liquide peut étre effectuée a l'aide de solvants organiques par Soxhlet. Ces
solvants organigues sont facilement éliminés par évaporation ou compatibles avec

les différentes techniques analytiques.

Il existe plusieurs techniques d’extraction qui varient selon les analytes ou
la matrice. L'extraction d’'un analyte nécessite souvent de nombreuses
manipulations ce qui résulte en une augmentation du temps d’analyse. Le choix
de la technique est de premiére importance car le résultat final apporté par
Iinstrument de mesure dépend directement de la qualité du traitement de

I’échantillon.

La présente recherche se concentre sur certains types de composeés
allélopathiques émis par une plante, Kalmia angustifolia. Cette plante, utilisee
dans une étude antérieure’, constitue un choix judicieux puisquelle est déja active
au Québec, donc susceptible de résister au climat. Initialement, nous avons tente

de récupérer les composés de la terre par avoisinant cette plante une extraction
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liquide-solide & l'aide d’'un Soxhlet. Les résultats obtenus avec cette technique
démontraient que la terre avait une forte capacité de rétention pour ces composeés.
Il a donc fallu considérer [l'utilisation d’'une autre technique d'extraction.
L’extraction par fluide supercritique (SFE) offrant un pouvoir de solvatation tres
élevé, elle pouvait donc convenir aux types de composés étudiés et surtout, au

genre de matrice qu'est la terre?.

Dans un premier temps, nous avons mis au point un systeme d'extraction
par fluide supercritique. Par la suite, il a fallu ajuster 'extraction afin de vérifier le
bon fonctionnement du systéme et en régler toutes les composantes. Enfin, nous
avons optimisé les paramétres d’extraction, de trappage et, dans certains cas, de
récupération. Les standards utilisés pour la mise au point ont été analysés, selon
le genre de composés analysés, a l'aide d’un chromatographe liquide a haute

pression (HPLC) et d’'un chromatographe en phase gazeuse (GC).

Dans un second temps, nous avons effectué quelques essais d'analyse de
composés & potentiel allélopathique au moyen d’un systéme de chromatographie
en phase supercritique (SFC) couplé a un spectrométre de masse (MS). Un tel
systéme peut étre couplé directement & un extracteur par fluide supecritique®. Un
lien direct (“on-line”) permet déliminer les pertes dues aux nombreuses
manipulations des échantillons et de concentrer les composés extraits. Cela est
favorable a I'analyse de substances présentes en trace. Le spectrometre de
masse permet d'élucider et de caractériser les composés inconnus extrait de la
terre.

Finalement, nous avons procéder a [lidentification de composés
allélopathiques contenus dans la terre avoisinant la kalmia angustifolia. Ces
composés ont été extraits a 'aide du systéme d'extraction par fluide supercritique
et analysés par SFC/MS et dans certains cas, par GC/MS.



Chapitre 2

ALLELOPATHIE

Il v a plusieurs siécles, les cultivateurs alternaient les semences afin
d’obtenir de meilleures cultures. Bien que ce phénoméne fut mal compris,
Theophrastus, un peu avant Jésus-Christ, avait constaté la présence
d'interférences entre certaines plantes®. Cependant quand Molisch' introduit le
terme “allélopathie” pour caractériser ces phénoménes d'interférences, |l décrit
I'allélopathie comme étant la somme des interactions biochimiques entre les
plantes, incluant aussi les microorganismes. Cette définition est assez large et
peut inclure une multitude de processus possibles. La croissance d’'une plante ou
d'un arbre s'effectue en de nombreuses étapes, pour arriver enfin & maturite. Ces
étapes de croissance peuvent nécessiter de quelques heures a plusieurs
semaines. Si une des étapes est ralentie ou arrétée, la croissance de la plante
n’aura pas lieu ou en sera altérée. Par exemple, dans le cycle de I'azote (fixation),
la nitrification et la photosynthése sont parmi les processus responsables de la
croissance des plantes. Ces derniers peuvent étre altérés, provoquant un
ralentissement, voir méme un arrét de la croissance de la plante. Certains
composés chimiques ou microorganismes peuvent interagir directement sur un
processus de développement de la plante afin de provoquer ces altérations*. Les
herbicides sont des substances synthétiques utilisées par 'homme qui agissent
directement sur les plantes. lis sont généralement non-biodégradables et tres
toxiques pour les animaux. Les substances allélopathiques, contrairement aux

herbicides, sont biodégradables et sans danger pour les animaux.

Ce chapitre a pour but de décrire sommairement I'allélopathie et son utilite
dans la vie courante. Quelques méthodes analytiques de substances
allélopathiques actives, incluant les problémes d’extraction provenant de matrices

complexes, sont aussi discutées.



2.1 Recherche sur les substances allélopathiques

Hydro-Québec se voyant imposer [arrét d'utilisation d’herbicides
synthétiques s’est tourné vers d’autres alternatives afin d’éliminer ou de contréler
la végétation pouvant nuire a ses installations de haute tension. L'allélopathie est
une solution envisageable a moyen et long terme en remplacement des herbicides
conventionnels. Puisqu’une plante ou les composés émis par cette derniere
pourront étre utilisés compte tenu du secteur visé par les politiques
environnementales, il est important d'avoir recours & une plante pouvant survivre
au climat québécois et dont les propriétés allélopathiques ont déja été

démontrées.

Les substances allélopathiques sont des composés qui, agissant seuls ou
a 'aide d’autres produits, inhibent la croissance de plantes. Il existe plusieurs
plantes et arbustes dotés d'activités allélopathiques. Dans notre stratégie de
caractérisation des substances allélopathiques®, le travail est principalement
centré sur une plante retrouvée au Québec soit la Kalmia angustifolia, plus
communément nommée le “lambkill” (tueur d'agneau). Les recherches antérieures
démontrent qu'il existe une certaine activité allélopathique prés de cette plante®”,
due a I'émission de composés ayant un effet inhibiteur sur la croissance de

plantes concurrentes avoisinantes.

Plusieurs produits peuvent démontrer un caractére allélopathique. La force
alléllopathique de certains composés émis par les plantes peut étre évaluée
d'aprés plusieurs types d'essais, tels le test de germination et le test de
phototoxicité sur plantule®. Ces tests sont des bio-essais utilisées afin de vérifier
I'effet direct de certaines substances sur la croissance de plantes. On évalue
I'atteinte de la plante en mesurant la longueur des racines et du tronc par rapport
a des témoins. Des chercheurs ont identifié certains produits chimiques ayant un
potentiel allélopathique, et ces derniers, se retrouvent a l'intérieur de quelques
grandes familles : acides carboxyliques, alcools, aldéhydes aliphatiques, cétones,

lactones insaturées, acides gras, quinones, phénols, flavonoides, terpénes,



alcaloides, etc*.

2.2 Structures des substances allélopathiques a I'étude

De nombreux composés ont été identifiéss comme potentiellement
allélopathiques dans la littérature. Nous utiliserons certains d’entre eux (Tableau

1) afin de déterminer les conditions optimales d’extraction et d’analyse.

Tableau | : Substances allélopathiques utilisées
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Tableau | : Substances allélopathiques utilisées (suite)
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La concentration des composés allélopathiques émis par les plantes varie

selon les types de composés. Afin de cibler et dadmettre un composé comme
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agent allélopathique, ce dernier doit démontrer une certaine toxicité envers une
autre plante et ce a des concentrations plus ou moins grandes. Par exemple,
quelques acides carboxyliques retrouvés dans le sol ont été évalués par

Whitehead® a une teneur d’environ 10° M.

La concentration des produits allélopathiques ne peut étre évaluée
précisément puisqu’il y a plusieurs paramétres affectant sa valeur. Le temps de
résidence des composés allélopathiques dans la terre environnant la plante varie.
La production de ces composés actifs fluctue selon le temps de 'année mais aussi
selon les conditions atmosphériques a I'intérieur d’'une méme saison. La stabilité
de certaines molécules ne dure que quelques jours, voire quelques heures.
Tubbs'® a démontré la décomposition de certains inhibiteurs en I'absence de
microorganismes. Aussi, la présence de bactéries dans le sol provoque une
dégradation des composés allélopathiques. Bonner'' a démontré la perte de

toxicité d’un échantillon de sol dopé a I'acide cinnamique apres deux jours.

2.3 Interactions des composés a potentiel allélopathique

Les mécanismes d'interactions des substances allélopathiques sur les
plantes ne sont pas trés bien caractérisés. Par contre, les voies que peuvent
emprunter certains composés émis sont bien identifiées. Les voies principales
sont 'exsudation racinaire, le lessivage des plants, 'entrainement des composés
volatils par le vent et la putréfaction des plants (feuilles, fleurs)*. On a remarqué
que les substances émises se retrouvent en grande partie sur ou dans le sol prés
des plants sources. Une fois au contact du sol, ces composés peuvent migrer
vers un plant antagoniste afin d’y étre absorbés. |l est également possible que
ces composés soient transformés par la présence de microorganismes dans le sol
ou stabilisés en se liant & d'autres substances comme les acides humiques'. Les
“substances humiques”® sont formées par des transformations biochimiques des
plantes et des tissus animaux dans le sol. De nombreuses réactions dans le sol,

donnent lieu a la formation d’hydrates de carbone, d’acides organiques, de gras,



g

de cires, de résines, etc. Pour décrire ces substances on emploi le terme
générique “humique” a cause de leur provenance (végétation, humus). Certains
chercheurs ont déterminé plusieurs de ces substances (hulmine, uimine et les
acides humique, fulvique, lignoique, crénique, ulmique, etc). Ces derniéres sont
trés actives et peuvent floculer avec les métaux et former d’autres derivés avec

certains composés déja integrés dans le sol.

2.4 Effet de matrice

Il existe différents types de matrices en chimie analytique. En premier lieu,
elles sont différenciées d'aprés leur état physique : solide, liquide, gazeux et un
mélange de deux ou trois états. La matrice gazeuse est rare : les composants
sont plutdt adsorbés sur une matiére solide (adsorption sur du charbon actif)'*'%1®

et méme liquide (barbotage dans I'eau ou un solvant organique).

L’eau est une des matrices liquides les plus courantes en chimie analytique.
Elle peut solvater de nombreux éléments ou composés inorganiques de différentes
formes physiques de méme qu’'une multitude de composés organiques. Les
propriétés de 'eau sont telles que la plupart des secteurs d'activités I'utilisent. Par
exemple dans le milieu minier, que ce soit les eaux de drainage, de lavage, de
lessivage ou tout simplement les eaux de rejet, 'eau doit étre analysée dans

certains cas afin d'y caractériser les analytes.

La matrice solide inclut toute substance composée majoritairement de
particules & I'état solide a température ambiante (ex. : charbon). Les analytes
d’intérét se retrouvent a I'état libre (non-liés) parmi ces particules ou bien
adsorbés sur une ou plusieurs particules. Dans certains cas, les analytes peuvent
former des liens covalents avec des composés chimiques se retrouvant dans la
matrice elle-méme’2. Ce type de lien est trés stable et demande une grande

énergie pour se briser. Par conséquent, la solvatation des analytes devient
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Echantillon |
de sol
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Extraction au Soxhlet
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Figure 1 : Extraction par Soxhlet et par fluide supercritique, d’herbicides

contenus dans la tetre

presque impossible'?, comme dans le cas de la terre et des sédiments marins.
Ces derniers étant constitués principalement de matiére minérale, végeétale et
animale.

Nous pouvons retrouver, dans la terre, des composés allélopathiques. Les
plantes rejettent, sur cette matrice, la grande majorité des composés actifs. Ces
derniers peuvent s’accumuler pendant un certain temps, s'adsorber et méme
former des liens stables. Il est d'autant plus difficile d’extraire les composeés de la
terre qu'ils y ont séjourné longtemps. Scheunert'? a démontré qu'une certaine
quantité de produit devient inextractable (Figure 1) aprés un certain temps dans
la terre. En effet, quelques 39% d'une quantité d’herbicide déposée sur la terre
n'était pas extraits par deux principales techniques d’extractions. Ce phénoméne

prend de I'importance lors de I'évaluation écotoxicologique de polluants dans les
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sols'’.

Les composés allélopathiques, comme les herbicides ou les insecticides,
peuvent se lier & des acides humigques solubles dans l'eau et de masse
moléculaire relativement basses. Le lessivage de ces composés est alors
acceéléré par leur grande mobilité dans la phase aqueuse. Toutefois, la fixation a
des acides humiques de trés grande masse retient davantage les contaminants
et affecte directement I'extraction. Le temps de résidence des contaminants dans
le sol contribue également a diminuer les taux de recouvrement'? de ces derniers.
La probabilité de liaison avec d'autres composes présents, d'assimilation par des
plantes et de dégradation par des microorganismes augmente avec le temps.
Compte tenu de I'ensemble des réactions se manifestant dans le sol, il est
évidemment impossible d'attribuer exclusivement la notion de solubilité des
analytes dans un solvant aux taux de recouvrement obtenus lors d'extraction.
Dans le cas contraire, un changement au niveau du solvant (quantité, polarite,

etc.) serait suffisante pour obtenir un recouvrement maximal des analytes

d’intéréts.

2.5 L’analyse des substances allélopathiques

2.5.1 Préparation et extraction

Puisque le terme allélopathie regroupe plusieurs famiilles de nature
chimique différente (cétone, acide carboxylique, etc.) dans lesquelles se
retrouvent de nombreux composés, il n'existe aucune technique universelle pour
analyse de ces substances. Les substances allélopathiques sont, pour la plus
part, polaires et thermolabiles. Ainsi, le paramétre “température” demande d'étre
considéré lors de I'analyse et de la préparation de I'échantillon. Puisque ces
composés ne possédent pas tous le méme seuil de stabilité, une température

minimale doit donc étre respectée et ce, lors du prélévement de 'échantilion, de
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sa conservation, de sa préparation et de son analyse. Par exemple, 'extraction
par désorption thermique est écartée puisque la dégradation est évidente. Les
groupements hydroxyles (OH) sur la majorité des molécules a caractere
allélopathique conduisent a une perte d'eau avec l'augmentation de la
température. Egalement, la phlorizdine, dont le caractére allélopathique est
reconnu, comporte un radical Bd-glucose qui réagit vers 100°C, conduisant a la

dégradation de la molécule.

Les composés allélopathigues peuvent se retrouver dans les feuilles et les
racines de la Kalmia angustifolia, ainsi que dans la terre environnante de cet
arbuste. Puisque les feuilles et les racines ont fait 'objet d’etudes précédentes5,

nous ciblerons la terre.

La terre est constituée de particules et de pores de différentes dimensions.
La technique d’extraction utilisée doit permettre I'extirpation des composes situés
jusque dans les moindres pores. Ainsi, la notion de diffusion est tres importante.
En effet, un solvant offrant une meilleure diffusion aura tendance a couvrir plus de
surface, pouvant ainsi augmenter la vitesse de transfert des analytes. Aussi, les
solvants ayant un coefficient de diffusion pius élevé sont mieux adaptés a ces
matrices poreuses. L'extraction liquide-solide par soxhlet, reverbak ou sonification
emploie des solvants dont les coefficients de diffusion sont de I'ordre de 10®
cm?/s, tandis que pour un gaz , les valeurs sont 10™" em%s. Selon les conditions
de température et de pression, un fluide supercritique offre une tres grande
diffusion comparativement aux liquides conventionnels utilisés lors d’extraction
classique tout en gardant un pouvoir de solvatation comparable au liquide. Un
fluide supercritique posséde un coefficient de diffusion de 'ordre de 10 cm?/s'®,
soit 100 fois plus élevé que les solvants traditionnels. Ainsi, 'emploi de fluide
supercritique (FS) peut s’avérer trés utile lors de I'extraction d’analytes contenus
dans une matrice trés poreuse comme la terre et le sédiment marin. Cette
propriété permet d’assiéger de petites cavités (pores) plus rapidement que par un
solvant liquide. Pour extraire un composé, il faut d'abord le solvater. Un analyte,

méme trés soluble, ne sera extrait convenablement que si le solvant peut
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'atteindre.

2.5.2  ’analyse

Puisque la terre renferme une multitude de substances incluant les produits
allélopathiques, il est nécessaire d'effectuer une séparation afin de quantifier ou
de déterminer chacun des composés d'intérét. Les techniques classiques
d’extraction (soxhlet, macération) ne sont pas trés spécifiques et permettent
d’extraire tous les composés. De ce fait, il est possible qu’il y ait trop de
composés a séparer par chromatographie. Il est alors nécessaire de procéder a
un fractionnement. Le fractionnement consiste généralement a séparer les
composeés extraits par famille chimigue. Cette étape, bien qu'efficace, est souvent
longue et fastidieuse. L’extraction par fluide supercritique permet une extraction
spécifique. Le changement de densité du fluide supercritique confere a ce dernier
une modification des propriétés physiques lui permettant de solvater differents
composés. Ainsi, le fractionnement est éliminé, ce qui diminue le temps de

traitement de I’échantillon.

Tel que mentionné précédemment, la plupart des composés sont
thermolabiles. Par conséquent, la chromatographie en phase gazeuse n'est pas
la technique de séparation la plus appropriée bien qu’elle convienne a certaines
familles dont les terpénes (limonéne, cinéole, etc.). La chromatographie en phase
liquide (HPLC) est la plus souvent utilisée dans ce type d’analyse. Par contre, le
détecteur ultra-violet/visible (U.V.-visible) n’est pas propice a tous les composés.
Certains terpénes absorbent peu en U.V. puisque constitué d'un ou deux liens TT.

Les coefficients d’extinctions molaires sont trés faibles pour ce type de liens (1T >

TT). Alors pour percevoir ces composés avec un détecteur U.V.-visible, il faut en
augmenter la concentration (plusieurs pg/pL), ce qui provogque parfois une
saturation de la colonne chromatographique. Ces concentrations élevées ne sont

pas représentatives de celles retrouvées dans la terre (quelques ng ou pg/uL).



14

Les liens o contenus en grande majorité dans les terpénes absorbent (0 » ¢*) a
de hautes énergies au méme titre que les solvants chromatographiques'®. Alors
le choix du type de chromatographie et de détecteur doit tenir compte du plus
grand nombre de familles de composés possibles utilisées ou ciblées lors de

I'étude.

2.6 Conclusion

Les composés naturels d'origine végétale offrent des propriétés
intéressantes pour I'industrie, que ce soit celle de la teinture, des cosmetiques et
méme le domaine des herbicides. L’allélopathie, phénoméne reconnue depuis
des siécles, est peut-étre la solution & l'utilisation de composés synthétiques
difficilement biodégradables trop longtemps utilisés par 'homme dans ses
cultures.

L’analyse des substances allélopathiques est limitée par la variété des
groupes chimiques et la dégradation thermique possible de certains analytes.
C'est pourquoi le développement de techniques analytiques non-specifiques et a
basse température est importante. L'utilisation d'un fluide supercritique pour
Pextraction et la séparation des substances allélopathiques mérite donc d'étre

explorée.
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Chapitre 3

EXTRACTION ET CHROMATOGRAPHIE A L’AIDE DE FLUIDE
SUPERCRITIQUE (SFE, SFC)

Depuis une vingtaine d’années, I'utilisation de fluides supercritiques dans
divers procédés s'est accrue. Déja en 1879, Hannay et Hogarth observaient une
capacité d'un fluide supercritique & transporter certains solides?®. Par la suite,
I'extraction par fluide supercritique fut employée comme technique préparative.
Les fluides supercritiques virent leur utilisation restreintes a certains procédés
d'ingénierie, tel 'enlévement des résidus de pétrole et la décaféination des grains
de café dans lindustrie alimentaire. |l faut attendre au début des années 80 pour
voir les fluides supercritiques, comme substitue de solvant organique, dans les
laboratoires analytiques. L’extraction et la chromatographie a 'aide des fluides
supercritiques voient leurs domaines d'applications s'élargir, remplacant les
techniques classiques comme I'extraction en continue a I'aide d’'un soxhlet mais
aussi la chromatographie (HPLC, GC).

Les échantillons destinés a l'analyse (chromatographie, absorption
atomique, etc.) doivent généralement subir un pré-traitement. Puisque les
analytes contenus dans une matrice sont rarement compatibles avec la technique
utilisée, il faut préalablement effectuer une extraction des analytes afin de les
transférer dans une autre matrice moins complexe et assimilable. Les matrices
les plus retrouvées en chimie analytique sont I'eau, certains solvants organiques
(méthanol, toluéne) et, dans certains cas, une phase solide (métal, sel). Le
résultat final de 'analyse (concentration, teneur, etc.) dépend en grande partie de
la préparation de 'échantillon. Puisqu'il y a de nombreux analytes, il y a plusieurs
possibilités pour I'extraction et la préparation des échantillons. L’avénement de
la SFE facilite la préparation de 'échantilion en diminuant le temps de travail
nécessaire. Par exemple, le temps d’extraction requis avec un soxhlet est de 24

heures, comparativement a la SFE qui prend en moyenne 30 minutes. Aussi, les
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fluides utilisés (ex.: dioxyde de carbone, propane) peuvent-étre facilement
éliminés, ce qui améliore la compatibilit¢ avec les techniques

chromatographiques.

L’extraction par fluide supercritique (SFE) est de plus en plus utilisée afin
d’améliorer les rendements d’extractions. Certaines matrices plus complexes,
comme la terre et le sédiment marin, retiennent fortement les composés. Selon
le type de composés a extraire, différentes techniques d’extraction sont utilisées:
le soxhlet, le reverbak et la désorption thermique. Puisque le nombre
d'échantillons a analyser est de plus en plus élevé et le colt des solvants et de la
main-d'oeuvre est davantage dispendieux, la SFE supplante les techniques
classiques. Cette technique d’extraction, basée sur les propriétés du fluide
supercritique, permet 'automatisation plus facilement, donc plus rentable. Etant
donné que la plupart des fluides supercritiques utilisés sont gazeux dans les
conditions ambiantes, ils sont facilement éliminés. Par conséquent, le colt relie
a la destruction des solvants usés est beaucoup moins élevé. Une technique
comme la SFE permet alors de rentabiliser les analyses tout en étant tres

performante.

Dans ce chapitre, nous expliquerons les principes de la SFE et de la SFC,
de méme que leurs principales caractéristiques. Il sera aussi question du
fonctionnement et des possibilités de cette technique d'extraction (SFE) face aux
composés allélopathiques.  De plus, la SFC sera décrite comme moyen de
séparation des composés allélopathiques. Le couplage de la SFC avec un

spectrométre de masse sera également étudie.

3.1 Définition d’un fluide supercritique (FS)

A la température critique (T.), la densité de la phase vapeur est égale a
celle du liquide. La pression correspondant a ce point est appelée pression

critique (PC)(Figure 2). Au dessus du point critique, il n’existe qu’'une seule phase:
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phase supercritique®’. Méme sous augmentation de la pression, la phase liquide
ne peut se reformer de fagon distincte. L'obtention du gaz est également
impossible par I'élévation de la température. On peut considérer le fluide
supercritique comme un état d’équilibre entre le gaz et le liquide ou comme une
entité bien distincte. Dans certaines conditions nous pouvons comparer le FS au
gaz (basse densité) et dans d’'autres cas comme un liquide (haute densité). En

changeant les paramétres nous pouvons tirer avantages de ces difféerentes

propriétes.
100 —
Fluide
. supercritique
[= 72.9- . ________
d A
S | Liquide / X
9] "
§ Bolids Point critique
o
| Gaz
| 1304.45
100 200 300 400

Température (K)

Figure 2 : Diagramme de phase du dioxyde de carbone

3.2 Propriétés d’un fluide supercritique

Au dessus du point critique, une substance posséde une densité de 100 a

1000 fois plus élevée que son gaz. Le pouvoir de solvatation d'un FS approche
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celui du liquide et la viscosité est intermédiaire entre celles du liquide et du gaz.
Une densité se rapprochant de celle du liquide permet d’obtenir des niveaux de
solvatation plus élevés comparativement au gaz. La plupart des fluides
supercritiques couvrent un grand domaine de densité, ce qui permet de solubiliser
sélectivement les analytes. Les composés les plus volatils sont solubilisés, méme
a de trés basses densités, tandis que les composés de masses moléculaires plus

élevées (et peu volatils) nécessitent des densités s'approchant de celle du liquide.

La viscosité est une propriété reflétant la résistance a I'écoulement. Elle
est relié aux forces d'interaction entfe les molécules rendant plus ou moins difficile
le déplacement des molécules les unes sur les autres. Ces forces dépendent
surtout de la grosseur, de la forme et de la polarité des molécules. La température
et la pression affectent également la viscosité. Cette derniére diminue avec une
augmentation de la température d'un liquide. Par contre, une élévation de
température produit I'effet contraire sur les gaz. La viscosite d'un fluide

supercritique est intermédiaire entre les états liquide et gazeux.

Généralement, la compressibilité d'un liquide est négligeable
comparativement a celle des gaz et des fluides supercritiques. Le facteur de

compressibilité Z pour un gaz peut étre décrit selon la relation suivante :

VA —~ (1)

ou P est la pression, V, le volume molaire, T la température et R la constante des
gaz. Pour un gaz parfait Z = 1, puisqu'il 0’y a aucune force répulsive entre les
molécules. Pour un gaz réel, le facteur de compressibilité peut étre inférieur ou
supérieur & 1, tout dépendant de la pression. |l peut étre utilise comme mesure
d'imperfection du gaz. Pour un gaz réel, il existe de nombreux phénomenes
d'attraction et de répulsion.

Le coefficient de compressibilité d'un fluide supercritique varie

constamment en fonction de la pression et de la température. Ainsi en effectuant
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un gradient de pression lors d'une extraction ou d’'un essai chromatographique,
Z évoluera jusqu’'a un quasi-minimum a de trés hautes pressions. Cette fluctuation
du facteur de compressibilité, surtout prés du point critique, procure, au fluide, une
trés grande variation de ses propriétés (densité, viscosite, diffusion) et ce dans un

court intervalle de pression.

Le coefficient de diffusion?' d’un fluide supercritique est environ 100 fois
plus élevé que celui de son liquide, ce qui permet d’augmenter la vitesse de

transfert des analytes dans la phase mobile.

3.2.1 Le choix d’un fluide supercritique

Le choix d’un fluide supercritique utilisé comme phase mobile ou comme
solvant se fonde sur quelques critéres de base. En SFC, tout comme en SFE, |l
est important de considérer le type de composés & séparer (polarite, poids
moléculaire, solubilité). La phase stationnaire utilisée (polarité et inertie face au
fluide) tient compte des composés mais aussi du FS. En SFE, la matrice dicte le
choix du fluide aprés avoir considéré les analytes. Une variation de matrice, par
exemple, de 'eau au sol, remet en cause le choix du fluide (voir Tableau Il). Mais
le dioxyde de carbone est employé la plupart du temps dans les essais

préliminaires.

Les contraintes physiques permettant d’obtenir le fluide supercritique
constitue un critére trés important. Le principe méme du FS, consiste en une
substance comprimée a une pression P, et élevée a une température T, . Ces
conditions sont parfois difficilement atteintes par les systémes. Par exemple, I'eau
posséde une pression critique de 218,3 atm et une température critique de 647,3
K2' . Pour utilisé 'eau comme FS, il faudrait donc un four pouvant atteindre de
trés grande température. De ce fait, les composés organiques devraient étre tres
stables dans ces conditions de hautes températures. L’eau ne constitue donc pas

un choix judicieux en tant que FS.
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Egalement, I'inertie du fluide face au matériaux qui constituent le systéeme
ne doit pas étre négligée. La plupart des composantes des extracteurs par fluide
supercritiques sont en acier inoxydable, en verre et en téflon. Or, I'ammoniac
attaque le verre et I'acier en un temps trés court. De plus, l'utilisation de cette
matrice nécessite I'ajout d’'un systéme de récupération de 'ammoniac gazeux. En
chromatographie en phase supercritique, il est proscrit d'utiliser ce fluide a cause
de la réaction directe sur la phase stationnaire. Le protoxyde d'azote (N,0) quant
a lui, est polaire et démontre un bon potentiel comme fluide supercritique. Par

contre, sa réactivité avec certains modifiants peut entrainer des explosions?.

Tout comme en chromatographie en phase liquide, il est impératif que les
analytes soient dissous dans la phase mobile. Dans le cas contraire, ils ne seront
pas extraits ou précipiteront tout simplement en téte de colonne. |l devient donc
nécessaire de bien connaitre la grosseur et la polarité des molécules d'intéréts.
Cela est essentiel lorsque vient le moment de choisir un fluide supercritique
(Tableau Ii).

Tableau Il : Paramétres physiques de fluides supercritiques fréquemment

employés'®??
. Fluide Température critique Pression critique
| (C) (atm)
Dioxyde de carbone 31.3 728 '
Protoxyde d'azote 36.5 72.5
Ammoniac 132.5 112.5 |
Pentane 196.6 39.3
Hexafluorure de soufre 455 371 I
Fréon 11.8 40.7
Xénon 16.6 58.4 I
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3.2.2 Le dioxyde de carbone (CO,) comme solvant

Le dioxyde de carbone est un choix judicieux dans le cadre de notre étude.
Ses propriétés physiques lui procurent une grande malléabilité en ce qui concerne
sa pression et température critique qui conviennent aux types de COmposes a

extraire.

Le dioxyde de carbone (CO,), ou anhydride carbonique, est une molécule

tri-atomique et linéaire. Cette linéarité lui confere un moment dipolaire nul, ce qui

5 & &
0=C=0

Figure 3 : Dioxyde de carbone

explique, entre autre, pourquoi cette molécule est non-polaire. Par contre, le
dioxyde de carbone est polarisablem. Une molécule polaire peut induire un
moment dipolaire chez une autre molécule non-polaire possédant une certaine
polarisabilité. Dans le cas du dioxyde de carbone, des forces attractives sont
possibles entre le dipdle induit (CO,) et un dipble permanent (molécule polaire).
Ces interactions permettent donc la solubilisation des molécules polaires dans le
dioxyde carbone.

Le dioxyde de carbone est un gaz ininflammable, incolore, inodore et il est
peu actif chimiquement. En général, on retrouve le dioxyde de carbone dans l'air
a une concentration de 0.03% (v/v). Bien que considéré comme non-toxique, il
peut provoquer l'asphyxie a trés grande concentration. |l est donc préférable de

travailler dans un endroit bien ventilé.

Comme fluide supercritique, le dioxyde de carbone possede de nombreux
avantages :

-> conditions critiques facilement atteintes (31 ,3°C et 72.9 atm)
-> compatibilité avec les détecteurs conventionnels, U.V., FID, MS, SFC
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-» non-corrosif

= non-toxique

- élimination facile

- trés grande pureté disponible commercialement
- non-polaire

-> polarisable

Dans le cas des produits polaires, la non-polarité du dioxyde de carbone

peut représenter un désavantage.

Comme le démontre le Tableau lll, le fluide supercritique posséde des
propriétés intermédiaires entre le gaz et le liquide en ce qui a trait a la densité, la
viscosité et la diffusion. Ces propriétés font en sorte que I'on peut comparer le FS

tantét au gaz tantét au liquide.

Tableau Il : Propriétés physiques du dioxyde de carbone'®

' Phase mobile |  Densité Viscosité Diffusion |
i (g/mL) (ppoise) (cm?/s)x1000 |}
S 0.001 50 - 350 10 - 1000
Fluide 02-09 200 - 1000 0.33 - 0.01

- supercritique
PR 0.8-10 | 3000-24000 0.005 - 0.02
: ) SIS S |

3.2.3 Applications du CO,

Le dioxyde de carbone est utilisé dans la grande majorité des cas et ce, en
dépit des autres fluides supercritiques disponibles. Certains analystes le préferent
dd & ses propriétés de solvatation, d’autres pour sa non-toxicite, son inertie ou sa
facilité¢ d'élimination. Le CO, en phase supercritique est utilisé dans différent

types de procédés et analyses dans les domaines suivants : pharmaceutique®,
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polymére?, environnement, pesticides?®? amines,?*®  autres polluants

environnementaux?230:31323334 ot hydrocarbures® .

3.3 Extraction par fluide supercritique

L’extraction par fluide supercritique a véritablement été utilisée pour la
premiére fois & grande échelle pour le raffinage du pétrole. Dans les années 50
on a assisté a 'extraction des résidus légers de pétrole dans les huiles lourdes.
Cette technique était utilisée dans le but d'économiser de Ténergie en
comparaison au systeme de distillation conventionnel. Par la suite, l'industrie
alimentaire a appliqué cette technologie au cafe, the, tabac, etc®. Depuis le début
des années 80, la chimie analytique s'est tournée vers la SFE pour I'extraction de
certains contaminants®®®3” comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques.
Les propriétés des fluides supercritiques apportent un certain avancement en ce
qui concerne I'étape de I'échantillonnage dans le cheminement de I'analyse de

composés organiques.

Que ce soit pour I'activité industrielle ou le souci de 'environnement, de
nombreux analytes doivent étre évalués. Les méthodes classiques de préparation
des derniéres décennies ne sont plus toujours adéquates. C’est pourquoi on
assiste a l'introduction de nouvelles techniques d'extractions ou & des adaptations
visant 'analyse de composés ou matrices plus récents. Le nombre d'échantillon
a traiter joue un réle trés important. DO & une compétition grandissante, la
rentabilisation des laboratoires d'analyse demande une automatisation de toutes
les étapes analytiques conduisant aux résultats finaux, et ce, avec un maximum
de précision et de reproductibilite.
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3.3.1 Comparaison entre la SFE et le Soxhlet

De toutes les techniques d'extraction, le soxhlet est sans doute le pius
utilisé et normalisé, car il procure généralement de bons résultats, sauf pour les
composés volatils. Pour supplanter une technique bien ancrée par une
technologie nouvelle, il faut en démontrer, sur plusieurs points, la superiorité ou,
tout au moins, 'égalite?? 182938394041 - De nos jours, la SFE démontre un grand
potentiel par sa puissance de solvatation et sa rapidité. Aussi, 'automatisation
possible fait en sorte, que de nombreux laboratoires décident de changer leur
technique de préparation au profit de la SFE. D’aprés le Tableau IV, certains
points sont pris en considération lors du choix de la méthode de préparation a

utiliser.

Tableau IV : Comparaison entre la SFE et le Soxhlet

[T T T e T R S T AT e -

Soxhlet SFE

Volume important de solvant

Volume minimum de solvant

Quantité importante d'échantillon

Variable

Extraction trés longue

Non-sélective

Difficilement-automatisable

! Aucun couplage possible

Couplage possible

! Verrerie fragile
e

Extraction rapide '
Sélective
Automatisable

_Ageareillage robuste

3.3.2 Instrumentation et principe de la SFE

Un systéme d'extraction par fluide supercritique est composé de parties

distinctes (Figure 4). Pour obtenir le fluide supercritique il est nécessaire d'obtenir

une pression minimale, soit celle de sa pression critique PC”. Une variation de
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Cartouche d'extraction

jam)

Systéme de
trappage

Cco, Pompe Four
Figure 4 : Schéma d’un systéme d’extraction par fluide supercritique

pression est essentielle selon les composés & extraire. Pour ce faire, on utilise
une pompe a seringue pouvant atteindre un minimum 5000 psi. Puisque le
principe de cette pompe consiste en un cylindre et un piston, le volume est limité.
Il est nécessaire d'avoir un volume minimal d’environ 100 mL afin d’exécuter une
extraction sans avoir & remplir constamment le cylindre de la pompe. Ce volume
peut varier selon la pression du CO, dans la bombonne, du temps d’extraction
nécessaire, du débit du fluide et du volume de la cartouche. La rapidité de la
pompe est également importante. En effet, une pompe requérant beaucoup de

temps afin d'arriver a la pression voulue augmentera la durée des analyses.

Le gaz carbonique doit étre trés pur sinon des impuretés peuvent se
concentrer dans la trappe. Des impuretés comme les hydrocarbures ou 'eau
peuvent affecter I'extraction en agissant comme modifiant**** comme nous
verrons plus loin. Généralement, le dioxyde de carbone employe est de grade
SFC pour la chromatographie en phase supercritique. Pour faciliter le
remplissage de la pompe, une surpression d’hélium a environ 1500 psi peut étre
ajoutée. Cette approche est nécessaire lorsque le volume de la pompe est
inférieur a 100 mL.

Afin d’obtenir la température minimale critique (T.) et celle qui convient aux
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composés & extraire, un four est indispensable afin de thermostater la cartouche
d’extraction. Cette derniére doit supporter de hautes pressions, habituellement de
8000 a 10 000 psi. Elle est généralement fabriquée en acier inoxydable assurant
ainsi une bonne solidité et 'inertie chimique. La géométrie et le volume (100
a 50 mL) de la cartouche varient selon le constructeur et les besoins. Ces deux
derniers paramétres ne sont pas a négliger. Un volume trop grand par rapport a
I'échantillon augmente le temps nécessaire pour P'extraction suite a la dilution
possible dans la cartouche. La géométrie de la cartouche, quant a elle, varie par
sa longueur et son diamétre. Une cartouche trop longue par rapport a son
diamétre augmente la probabilité d'adsorption de I'analyte aprés la premiere

solvatation.

Le restricteur est I'une des parties les plus importantes et aussi la plus
difficile & controler. Le restricteur peut étre soit un tube en acier inoxydable soit

un capillaire de silice®2>47:4445,

Méme si son role principal est de garder la
pression voulue dans le systéme, il agit aussi comme contréleur de débit par son
ouverture. Aprés le restricteur, les analytes peuvent étre isoles dans une trappe

cryogénique, sur un adsorbant solide ou bien dans un solvant par barbotage.

L'extraction par fluide supercritique comporte plusieurs parameétres a
ajuster. De plus, I'établissement d’un paramétre peut en faire varier un autre qui
devra étre ajusté ultérieurement. Ainsi, la mise au point d'une méthode
d’extraction peut étre assez longue si on a aucune idée du comportement des
analytes et de I'effet de matrice impliqués lors de I'extraction. Les principaux

paramétres affectant I'extraction sont démontrés dans le Tableau V.

Le facteur le plus important est sans contredit la pression. Son impact sur
la densité influence beaucoup plus que la température. Généralement, les
composés que I'on retrouvent dans les matrices naturelles sont thermolabiles. La
variation de pression permet alors une bonne extraction tout en évitant la

décomposition de certaines molécules.



27

Tableau V : Paramétres en SFE

M e e o Ca

| Paramétres Variables
)_= —
i polarité
1i pression
| Le fluide supercritique température i
; débit

présence ou non ;

polarité i

Le modifiant :
concentration !

type (organique, minérale)

taux d’humidité

' La matrice
! taux de matiére organique

polarité

stabilité

| L’analyte
pression de vapeur

volume et géométrie de la cartouche 1

restricteur

 systeme de trappage (cryo., barbotagez

L'instrument

Dans un systéme d’extraction par fluide supercritique (Figure 4), le gaz ou
le liquide conduisant au fluide supercritique est d’abord introduit dans une pompe
afin d'y étre comprimé jusqu'a la pression désirée. Ensuite, le fluide entre dans
le four contenant la cartouche d’extraction et est chauffé & une température
minimale, soit la température critique. Dans le cas du dioxyde de carbone, une
étape de préchauffage du fluide n'est pas nécessaire puisque la température
critique est facilement atteinte (32°C). Par contre, il est préférable d'ajuster la
température du four quelques minutes avant le début de l'extraction afin de

thermostater convenablement I'enceinte chauffante.
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L’échantillon est préalablement placé dans la cartouche d’extraction. Le FS
entre dans la cartouche et solvate les analytes présents. Ces derniers sont
chassés de la cartouche par le biais d’'une fuite : le restricteur. La solvatation des
composés dépend surtout de la densité du fluide supercritique qui est donnée par
la température et la pression. Un FS moins dense, et par le fait méme, de pouvoir
solvatant inférieur, lessivera les composés de petites tailles, de polarité
semblables a celles du solvant et généralement tres volatils. La densité est
augmentée selon la difficulté & extraire les analytes. Les composés de masses

élevées et de polarités trés différentes du FS sont difficilement solvatés.

L'ajout d'un modifiant ou cosolvant modifie les propriétés du
FS202527.464748 | 9 densité se voit généralement haussée et la polarité varie,
selon la quantité et le type de modifiant. En changeant ces conditions on peut
étendre le champ des composés a extraire et améliorer I'extraction de ceux qui

existent.

Le restricteur est placé & la suite de la cartouche d’extraction et sert a
conduire les analytes, dissous dans le fluide supercritique, vers une trappe ou ils
seront recueillis. Le fluide étant généralement un gaz comprimé, il se volatilise
aussitét qu'il N’y a plus de parois de confinement. Le restricteur joue un réle
extrémement important puisqu’il garde la pression désirée dans le systeme. Pour
garder les analytes dissous dans le FS jusque dans la trappe, il est nécessaire
que la pression demeure constante. Lorsqu’il y a vaporisation, la plupart des
analytes ne sont plus solvatés et peuvent précipiter ou s'adsorber. La
vaporisation doit avoir lieu directement sur la trappe ou dans le solvant de

barbotage.

3.3.3 Modes “off-line” et “on-line” en SFE

I’extraction par fluide supercritique peut fonctionner directement (mode“off-

line”) ou étre couplé & un systéme d’analyse (mode “on-ligne”)***"4*%0 Dans les
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deux cas un restricteur est requis. Lorsque la SFE est couplée a un systeme
chromatographique, une trappe est nécessaire afin de concentrer les analytes et
de limiter la largeur de la bande d’injection. Pour obtenir une bonne sensiblité et
une résolution adéquate, il est impératif que le cheminement complet soit effectué
en deux étapes : 'extraction et le trappage dans un premier temps, puis I'analyse

chromatographique.

Les deux modes comportent certains avantages et inconvénients®'. Le
mode “off-line”, est plus simple & utiliser puisqu’il n'est constitué que du systeme
d'extraction®4%:°15253

technique bien distincte : GC/MS, HPLC, SFC, etc.. Par contre, ce mode

Une fois extraits, les composés sont analysés par une

demande un plus grand nombre de manipulations des échantilions de méme
qu’une dilution, ce qui entraine une perte de sensiblité. Lors de l'analyse de
composés présents en trace, le mode “off-line” peut tout simplement diminuer les
concentrations des analytes en dessous de la limite de détection. De plus, il n'est

pas automatisable car il nécessite la présence d'un analyste.

Le mode “on-line”, pour sa part, permet d'analyser les composes
directement & partir de 'échantillon®°%%4°° Pour passer de I'extaction en fluide
supercritique a une autre technique, il faut en premier lieu que les analytes soient
compatibles avec la technique chromatographique. Par exemple, les composés
extraits doivent rencontrer les conditions pour I'analyse de la chromatographie en
phase gaseuse si un couplage SFE/GC est utilisé. Aussi, 'emploi d'un modifiant
lors de I'extraction peut compliquer I'analyse chromatographique, car il est élué

au méme titre que les produits extraits et peut interférer avec les analytes.

Bien que ce mode demande moins de manipulations, il est beaucoup plus
complexe du point de vue de l'instrumentation. L’interface consiste généralement
en une trappe cryogénique. Le volume, la forme et la température de la trappe
influencent beaucoup les résultats chromatographiques. Le volume mort
occasionné par la trappe peut diminuer la sensibilité. Aussi, il y a la perte de

résolution lorsque le volume d’injection est trés grand.
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Toutefois ces systémes "on-line” sont automatisables. De plus, les pertes
dues aux nombreuses manipulations sont éliminées. La concentration plus grande
des analytes, assurée par la diminution de la dilution, augmente la sensibilté.
L’automatisation du systéme devient trés intéressante dans l'industrie analytique.
Un plus grand nombre d’échantillons peuvent étre analysés comparativement au
mode “off-line” et aux systémes classiques d’extraction tels le soxhlet et le

reverbak.

3.3.4 Solvatation par un fluide supercritique (CO,)

Lors de la solubilisation de composés dans la phase mobile (solvant),
plusieurs phénoménes sont en compétition tout dépendant des conditions
expérimentales. Si le CO, seul se retrouve comme solvant, il y aura
principalement des interactions CO,-analytes. Par contre, I'ajout de méthanol
comme modifiant au dioxyde de carbone augmente le nombre d’interactions, par
exemple : COj-analyte, CO, -MeOH, MeOH-analyte. Le modifiant permet
d'augmenter la densité du solvant. Par exemple, en employant le méthanol qui est
trés polaire, la polarité du fluide est augmentée selon Ia quantite de modifiant
ajoutée. En ajoutant un modifiant, les conditions critiques minimum changent et

peuvent tre évaluées par I'équation utilisée par Reed et Sherwood® :
Te = XaTa + XgTp (2)
Pc = XaPa + XgPg (3)

ou T, et P sont les conditions critiques atteintes, T, g, la température critique et

P (a.p) la pression critique de chaque constituant.

Le méthanol peut solvater certains analytes et peut, par la suite, étre
resolubiliser par le CO,. Toutefois un analyte peut étre solvaté a la fois par le

méthanol et le CO,. Des ponts hydrogéne peuvent se former également avec le
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CO, et le méthanol. Le modifiant augmente la sélectivité lors de I'extraction. Un
modifiant polaire favorisera davantage la solvatation des composés plus

polaires®.

Plusieurs chercheurs ont tenté de formuler des équations décrivant
I'extraction en tenant compte des différents paramétres®2%%_ Etant donné qu'il

y a plusieurs paramétres a ajuster, les résultats obtenus ne reflétent pas la réalité.

L’extraction comporte d’abord la solubilisation du composé dans un solvant
(CO,, modifiant). Par la suite, 'analyte est écarté de la matrice de fagon a éliminer
la possibilité de nouvelles interactions matrice-analyte. Le fluide contenant le
composé est acheminé dans un contenant. Ce dernier peut contenir un solvant
de récupération ou un adsorbant solide. Aprés cette etape, 'analyte peut étre

dirigé vers une technique analytique comme la chromatographie.

3.3.4.1 Solubilisation solide-liquide

L’extraction par fluide supercritique est limitée a certains types de
composés. En effet, la solubilité des solides ioniques®, métalliques®® et covalents
dans le CO, est trés faible, étant donné le caractére apolaire de ce dernier.
Toutefois, il est donc possible d'utiliser un fluide non-polaire et non-corrosif et d'y

ajouter un modifiant polaire.

Il est démontré que les composés moins polaires tels les hydrocarbures, les
esters et les lactones, sont plus facilement extraits (Figure 5); une faible densité
etant suffisante ( P = 1000-1500 psi). Ces composés sont plus solubles, en
général, dans les solvants apolaires tel le CO,. Les composés beaucoup plus
polaires comme les acides carboxyliques et les amines, sont moins solubles dans
les solvants apolaires tel le CO,. L’augmentation de la densité et de la polarité
haussera la solubilité de ces composés. Ainsi, en sélectionnant la densité

appropriée, nous pouvons éliminer une certaine quantité de composés



D
normalement extraits par soxhlet. Cette sélection de densité permet, entre autres,

d'éviter une pré-séparation (fractionnement) qui augmente la durée de I'analyse.

Quantité de produit extrait

Huiles Terpénes Acide Huiles a Cires Résines  Pigments

essentiels Esters gras longues chaines
870 psi/60°C 1450 psi/60°C 4350 psi/60°C

Figure 5 : Profil d’extraits de produits naturels vs la densité*®

Les solides moléculaires organiques qui, sont surtout constitués de liaisons
de Van der Waals et de ponts hydrogéne®, se prétent mieux & la solubilisation.
Pour solubiliser un tel composé, le solvant doit s'approcher de I'analyte, a une
distance ou les interactions deviennent importantes. Plus les interactions

augmentent et plus les chances de vaincre les forces analyte-matrice sont
élevées.

Ce qui peut diminuer I'extraction, mis a part le principe de la technique, ce
sont les surfaces de contact. Plus les molécules de solvant cernent I'analyte, plus
les chances de solvater un analyte sont élevées. Ce phénoméne peut étre
comparé a certains supports adsorbants utilisés pour le trappage de contaminants
atmosphériques ou tout simplement a la phase stationnaire en chromatographie.
Dans les deux cas, plus le diamétre des particules de la phase stationnaire est
petit et plus la surface de contact est élevée, ce qui provoque une plus grande

adsorption des composés favorisant I'équilibre entre le solvant et la phase
stationnaire®,



33

3.3.4.2 Influence de la température sur I’extraction

Il a été démontré précédemment que la densité d'un fluide supercritique
(CO,) diminue avec l'augmentation de la température. Par le fait méme, la
quantité de molécules de solvant disponibles en un point pour solvater un analyte
sera restreinte. Par contre, |la température posséde un effet inverse sur la
diffusion du solvant. Une grande diffusion est favorable dans le cas ou la surface
de contact est faible et les pores de la matrice sont minimes. L’augmentation de
température augmente la diffusion, et par conséquent, peut améliorer le transfert
des analytes dans la phase mobile. Toutefois, une élévation de température
conduit dans certains cas, a I'augmentation de la tension de vapeur des analytes.
La température peut également provoquer la décomposition de certains composés

thermolabiles.

Dans le cas d'un fluide supercritique, 'augmentation de la température
provoque une variation de la densité beaucoup plus importante que celle d'un
solvant liquide conventionnel. La densité diminue avec une augmentation de la
température pour un fluide supercritique, entrainant ainsi une perte du pouvoir de
solvatation de ce dernier.

3.5 Chromatographie en fluide supercritique (SFC)

L’émergence de la SFC depuis les derniéres années est, en grande partie,
attribuable a la recherche sur les techniques de chromatographie et les autres
technigues de séparation dont le but est d’améliorer la résolution des mélanges
comportant plusieurs composés tout en diminuant le temps d’analyse. Bien que,
la chromatographie en phase gazeuse offre une trés grande efficacite, elle est,
généralement, réservée aux composés thermiquement stables. La dérivation des
composés est possible, mais complique la procédure analytique. Pour sa part, la

chromatographie en phase liquide est utilisée lorsque la GC n’est pas appropriée.
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En effet, la plupart des molécules peuvent étre analysées par HPLC. La
tempeérature de travail, généralement ambiante, permet I'analyse des composés
thermolabiles, mais la longueur des analyses, le temps de stabilisation et le colt
des solvants font en sorte que I'on préfére la GC. La SFC, quant a elle, permet
I'analyse de composés thermolabiles puisque la séparation s’effectue a basse
température et ce, avec une rapidité comparable a celle de la GC. L'instrument

est de conception hybride entre la GC et la HPLC.

Le premier systéme de chromatographie en fluide supercritique a été mis
au point par Jentoft et Gouw®' en 1972. Par la suite, de nombreuses

applications®%63646°

ont fait 'objet de publications. Par exemple, Saito et
Yamauchi® ont isolé le tocophérol & partir de 'huile de germe de blé par SFC

semi-preparative.

3.5.1 Principe

La séparation d’analytes par la SFC, comme pour les autres techniques
chromatographiques, repose sur la compétition entre les interactions se
produisant sur la phase stationnaire et la phase mobile avec les analytes. Dans
le cas présent, la phase mobile est un fluide a I'état supercritique. Les propriétés
d'un fluide supercritique, énoncées dans le chapitre précédent, offrent plusieurs

avantages a son utilisation comme phase mobile en chromatographie.

La plupart des composés peuvent étre analysés par SFC. Par exemple, les
terpénes, les acides carboxyliques, les phénols peuvent étre séparés par cette
technique chromatographique. La phase stationnaire et le fluide servant d’'éluant
sont choisis selon la polarité, la grosseur et la volatilité des molécules a séparer.
La programmation de pression en SFC produit les mémes effets que le gradient
d’élution en HPLC. L'augmentation de la pression provoque I'augmentation de la
densité, conduisant a une plus grande rapidité d’analyse, une plus grande

sensibilité et une meilleure résolution®”. L’augmentation de la densité (a
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température constante) a pour effet de diminuer le coefficient de diffusion des
solutés dans la phase mobile. Le transfert de masse est plus lent, augmentant
ainsi la hauteur d'un plateau théorique. Cet effet est observable (Figure 6) par
une perte d'efficacité surtout dans des conditions de haute densité avec les
colonnes capillaires®®. Puisque les composés a haute masse moléculaire ont
aussi un coefficient de diffusion plus petit, leur rétention est tres grande. Ainsi,
lorsqu'il y a présence de composés de hautes masses, I'utilisation d'un modifiant
est essentielle. La teneur en modifiant dépend des analytes a séparer, mais aussi

du type de colonne (remplie ou capillaire).

Le facteur le plus important en SFC est, sans contredit, la pression. Son
impact sur la densité a une influence plus importante que la température.
Toutefois, cette derniére n'est pas a négliger surtout prés du point critique. En

effet, I'élévation de la température, a pression constante, a pour effet d’augmenter

I0f

(-4

p/gem-?

Figure 6: Le facteur de capacité k’ en fonction de la variation de la densité
du fluide supercritique (CO,) a 39,5°C pour une colonne remplie'?;
X :n-C4gH570CeH; ; ¥ i n-Cy7H3500CHs ; Vi n-CygH330C6Hs5 ;
. n'C15H31OOC6H5 , O 2 n'C14H290C6H5 ,.. n'C13H27OOC6H5 ,
0O : n-C4,H,50CgHs,
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la pression de vapeur. Par conséquent, les analytes peuvent étre déplacés dans
la phase mobile. Le facteur de capacité k' est petit pour les composés davantage

entrainés par la phase mobile.

Un compromis doit étre obtenu entre la pression et la température. Bien
que la densité du fluide explique en grande partie la solubilité des analytes, la
température et la pression, a densité constante, ont un effet direct sur la
chromatographie en fluide supercritique. Comme le montrent les figures 7 et 8,
I'augmentation de température peut intervertir le temps de rétention de deux
composés. La volatilité des composés augmente avec la température, ce qui

méne & un meilleur transfert dans la phase mobile. A 'opposé, 'augmentation de
température, a pression constante, diminue la densité, ce qui diminue le pouvoir

de solvatation du fluide supercritique. La plupart des composés n'ont pas la
méme pression de vapeur et la méme solubilité dans un fluide supercritique
donné. Ces distinctions permettent de prédire une séparation des composés en

variant la pression et la température.
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Figure 7: La variation du facteur de capacité k’ en fonction de la température
a pression constante®



10r
@
i
|

Intensité

37

T=300'C

Temps (min)

Figure 8: L’effet de la température sur la séparation de Panthracéne et du
1,1-binaphthyl a pression constante®

Les principaux parametres affectant la chromatographie sont :

- Le fluide supercritique

- Le modifiant

- L'analyte

- La colonne

= polarité

= pression

= température
= débit

= présence ou non
= polarité
= concentration

= polarité
= stabilité
= pression de vapeur

= capillaire (longueur, polarité)
= remplie (particule, polarité)
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3.56.2 La rétention en SFC

Shang™ et ses collaborateurs ont étudié la rétention des analytes en SFC.
Pour ce faire, ils ont utilisé une colonne remplie avec du gel de silice. La rétention
des analytes se base sur des mécanismes d’adsorption et de désorption entre la
phase stationnaire et la phase mobile, associé a I'entropie et I'enthalpie. L'énergie
libre de Gibbs du transfert des solutés en chromatographie peut expliquer la
rétention. Afin d'évaluer la pertinence de I'utilisation de la SFC, on peut comparer
certaines de ses caractéristiques avec d’autres techniques chromatographiques.
J.L. Bernal et ses collaborateurs’” ont démontré la supériorité de la SFC par
rapport a la HPLC du point de vue de la résolution et du temps d’analyse pour

certains composés pharmaceutiques.

3.6 SFC versus différentes techniques chromatographiques

Les différentes techniques chromatographiques possédent leurs propres
modes de fonctionnement et interactions vis-a-vis des analytes et les différentes

phases stationnaires.

G.C.
Tension de vapeur des analytes

Variation de la température

H.P.L.C.
Solubilité et polarité des analytes

Force éluotropique du solvant (phase organique)

S.F.C.
Solubilité et polarité des analytes

Variation de la densité (pression et température)
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La rétention d'un composé dans une colonne chromatographique refléte sa
distribution entre la phase mobile et la phase stationnaire. Pour séparer deux
produits, il faut que cette distribution soit quelque peu différente. Afin de
caractériser les composés entre eux, la chromatographie s’est munie de termes
bien distincts. Ces derniers permettent de comparer les diverses techniques
chromatographiques et, a I'occasion, de choisir celle qui sera appropriée a

I'analyse de composés cibles.

La résolution, R, quantifie la distance entre deux pics chromatographiques
(correspondant a deux produits) afin de qualifier la séparation. Elle est définie

selon la relation suivante :

ou Tr, et Tr, sont les temps de rétention des composés et w est la largeur des

pics & 13,5 % de leurs hauteurs totales’.

Aussi, I'efficacité réelle d’'une colonne peut étre évaluée en déterminant ie
nombre de plateaux théoriques effectifs, N,. Ce dernier se calcule selon la

relation suivante :
N, =16 - (Tr- Ty} / w? , (5)

ou Tr est le temps de rétention d'un composé, w est la largeur du pic et T, est le
temps mort du systéme. Pour une méme colonne et dans les mémes conditions
(débit, température, etc), le nombre de plateaux théoriques effectifs varie selon le
produit. Afin d’évaluer une colonne chromatographique dans le temps, on peut

déterminer N, avec le méme composé et dans les mémes conditions®.

En SFC, I'utilisation d’'une colonne remplie ou d’une colonne capillaire est
possible. Lors de comparaison entre techniques chromatographiques, il est plus

justifié de comparer deux types semblables de colonnes, puisque le transfert de
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masse, le débit, la diffusion des analytes, etc, sont différents pour chacun d’eux.
Ces paramétres affectent directement la résolution et le temps de rétention. Par
exemple, une colonne capillaire en SFC sera comparer a une colonne capillaire
en GC.

3.7 Choix d’un fluide supercritique

Que se soit un solvant ou un mélange de plusieurs solvants, le choix d’'un
éluant, en HPLC, s’effectue en tenant compte des composés et de la colonne. En
chromatographie en fluide supercritique, le choix du fluide supercritique dépend
surtout des composés analysés. |l est important de considérer la polarité, la

grosseur de la molécule et sa solubilité dans le fluide.

Les fluides les plus populaires en SFC sont le dioxyde de carbone, le
pentane, 'hexane, le propane” et le protoxyde d'azote. D’autres hydrocarbures
aliphatiques sont également utilisés. La majorité des analyses en SFC utilise le
dioxyde de carbone, compte tenu de ses nombreux avantages décrit au chapitre
précédent. L’ajout de modifiant polaire peut combler le fait que le CO, est non-
polaire. Comme on l'a vus, cette propriété fait en sorte que la solubilité des

composeés polaires est plus faible.

3.8 Le modifiant

Les modifiants les plus utilisés sont le méthanol, l'iso-propanol et
I'acétonitrile’. Ces solvants sont préférés pour leur pouvoir solvatant dd, en
autre, a leur polarité. L’ajout de modifiant peut s'effectuer a partir d'une deuxieme
pompe contenant seulement le modifiant. Une union en “T” permet le mélange
modifiant-fluide a la sortie des deux pompes. Ce systéme permet de contréler la

teneur en modifiant en assurant un débit constant. Pour de courtes analyses ou
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de simples essais, le modifiant peut étre ajouté directement dans la pompe avec
le fluide. Aussi, il est possible de se procurer commercialement du dioxyde de

carbone contenant une certaine quantité de modifiant.

La quantité de modifiant influence le temps de rétention et la forme des pics
chromatographiques comme le demontre la figure 9. L'élargissement des pics
peut étre di a des interactions sur les sites actifs de la phase stationnaire. Dans
stationnaire! [

une colonne capillaire. Par conséquent, les colonnes remplies requierent moins

une colonne remplie, le ratio de phase (P ) est plus grand que dans

mobile
de modifiant (=1%) . Cet ajout de modifiant fait considérablement varier la
rétention des analytes, d'une part di a une meilleure solubilisation mais aussi par

la compétition des sites actifs modifiant-analyte’.
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Figure 9 : Effet du modifiant sur le temps de rétention et la forme d’un pic
chromatographique sur une colonne remplie. Concentration en
éthanol, A: 0.013%; B: 1.1%™
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Pour leur part, les colonnes capillaires (non-remplies), requiers une plus grande
quantité de modifiant (=5-20%). La probabilité, qu'une molécule de modifiant
interagisse sur la phase stationnaire ou sur un site actif, est plus faible di au

faible ratio de phase (Pstationnairel Pmobi|e)'

3.9 L’instrumentation en SFC

Le principe méme du fiuide supercritique a été décrit dans le chapitre
précédent. En chromatographie en fluide supercritique, comme pour I'extraction
par fluide supercritique, le fluide est d’'abord compressé dans une pompe haute
pression afin d’obtenir le liquide a la pression voulue, supérieure a sa pression
critique. Le fluide passe a I'état supercritique lorsqu'il atteint le four contenant la
colonne (Figure 10)." Le four est chauffé a une température supérieure a la
température critique du fluide. Un restricteur, placé en fin de colonne, est
nécessaire afin de garder le fluide a I'état supercritique. Les échantillons sont
introduits dans la colonne par un injecteur similaire a celui retrouvé dans les
systémes de chromatographie liquide a haute performance. Ces injecteurs sont

essentiels puisqu'ils résistent & des pressions élevées (environ 5000 psi). Apres

Injecteur

Restricteur

CcO Pompe Détecteur

2

Figure 10 : Schéma d’un systéme de chromatographie en fluide supercritique
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la séparation, qui s'effectue sur la colonne, les composés sont détectés. Les
détecteurs employés en HPLC et GC peuvent étre utilisés en SFC, en y apportant
certaines modifications. Par exemple, les cellules de détection pour des
détecteurs UV-visible, RMN et IR ne supportent pas les hautes pressions
retrouvées en SFC. |l faut donc utiliser des cellules compatibles avec les haute

pression.

3.9.1 La pompe

La pompe a piston a double action (remplissage-expulsion) a pour
avantage de ne pas étre limitée par la quantité de fluide demandée pour une
séparation. Lors de I'utilisation d’'une colonne remplie (par exemple, 4,6 mm x 150
mm), le débit se situe a environ 1 mL. Pour des séparations nécessitant de
grands volumes, cette pompe est donc plus appropriée. Son principal
désavantage vient des pulsations provoquées par le piston. Malgré les vannes
(check-valve) et I'amortisseur de pulsations (damper), de légéres chutes de
pression sont perceptibles, provoquant une ligne de base plus instable et parfois
un élargissement des pics chromatographiques. Pour cette raison, la pompe a
piston a simple action (seringue) est favorisée. Son principe de fonctionnement
élimine complétement les pulsations. Par contre, elle posséde un volume maximal
fixe, ce qui limite la durée des analyses lorsqu'il y a utilisation de colonnes
remplies. Les colonnes capillaires (débit = 2 pL) s’adaptent parfaitement aux

pompes a seringue.

3.9.2 L’injecteur

Puisqu'il s’agit d'un fluide compressé, il est nécessaire que I'injecteur évite

de provoquer une décompression en téte de colonne lors de l'injection. Une

décompression lors de cette étape, élargit la bande d'injection, ce qui provoque
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une perte de résolution et de sensibilité. Les injecteurs utilisés en HPLC

conviennent aux conditions du SFC (haute pression).

Selon la capacité de la colonne (capillaire ou remplie), le volume de la
boucle d'injection est plus ou moins important. Par exemple, avec une colonne
remplie de 4,6 mm de diametre interne et 10 cm de long, le volume d’injection est
de l'ordre de quelques pyL. Par contre, pour des colonnes capillaires dont le
diametre varie de 50 a 200 pm, le volume est de 50 nL & 1500 nL

respectivement®.

3.9.3 La colonne

En chromatographie en fluide supercritique, on utilise la plupart des phases
stationnaires retrouvées en GC ou en HPLC,; la silice et les phases greffées

comme cyanopropyle et octadécylsilane en sont des exemples’” .

3.9.3.1 Les colonnes remplies

Les colonnes remplies’® ont généralement un diamétre interne entre 1 et
5 mm, ce qui conduit & un débit plus élevé que celui des colonnes capillaires. Le
volume d’'échantillon injecté est plus grand, ce qui améliore la limite de détection.
Par contre, un tel débit complique le couplage avec un spectrométre de masse,
car leur capacité de pompage n’est généralement pas suffisante pour évacuer de
grandes quantités de produits. L'utilisation de “split” en chromatographie liquide
est difficilement adaptable pour la chromatographie en fluide supercritique. Aussi,
il a eté démontré gu'il se produit une chute de pression dans la colonne due a la
viscosité et & la compressibilité du fluide supercritique®”. Cette chute de pression
est plus élevée dans les colonnes remplies” et provogue une diminution de

densité, causant la précipitation partielle ou totale des analytes sur la phase
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stationnaire qui conduit & une diminution de résolution et de sensibilité. Pendant
ce gradient de pression, les propriétés du fluide supercritique changent, amenant
une variation dans la rétention et la diffusion des analytes®®. Afin de diminuer les
effets de cette chute de pression, on augmente la pression initiale sur la colonne.
Par conséquent, le domaine de pression pour effectuer un gradient de pression
lors de l'analyse se voie diminuer, causant une limitation dans le pouvoir de

séparation.

3.9.3.2 Les colonnes capillaires

Puisque les intéréts pour la SFC visent les produits plus polaires et de plus
haute masse qui nécessite généralement une trés grande densité de fluide, les
colonnes capillaires sont d'usage plus courant. De plus, la phase stationnaire,
dans les colonnes remplies, contient plus de sites actifs (silanols),
comparativement aux colonnes capillaires, ce qui provoque une plus grande

rétention. Une plus grande densité ou I'ajout de modifiant sera nécessaire.

Les colonnes capillaires utilisées en SFC posséde un diamétre interne
entre 25 et 200 um. Les colonnes capillaires avec une phase stationnaire greffee
sur un support apportent une meilleure reproductibilité en diminuant les variations
de pressions (<3%)%®, comparativement aux colonnes remplies. Le volume
d’échantillon injecté est d’environ 60 nL da & |a faible capacité de ces colonnes.
Par contre, un bon transfert de masse s'effectue dans un petit domaine de debit

linéaire®.

Payne et ses collaborateurs® ont utilisé une colonne capillaire remplie avec
un diamétre interne de 250 um. L'efficacité de cette colonne est supérieure a celle
d’une colonne capillaire non-remplie de méme diamétre. Avec une plus grande

efficacité, le volume d’injection peut étre augmenté.
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Selon 'analyse a effectuer, un choix doit étre fait entre une colonne remplie
ou une colonne capillaire. Le type de détecteur utilisé, le genre et la quantité de

composés dictent, généralement, la colonne a utiliser.

3.9.4 L’interface

L'interface peut étre définie comme étant la composante unissant le
chromatographe et le détecteur. Elle a comme réle de préparer I'analyte afin de
le rendre compatible avec les conditions de détection. Par exemple, le
spectrométre de masse, en mode d'ionisation El ou Cl, nécessite la volatilisation
compléte de [I'analyte. Heureusement, en chromatographie en phase
supercritique, le fluide se vaporise aussitdt passer le restricteur, entrainant les
analytes. Mais cette vaporisation (expansion adiabatique) provoque une perte
d’énergie du fluide se manifestant par une diminution importante de température
causant la cristallisation des analytes les moins volatils a I'intérieur du restricteur.
Par conséquent, le chauffage du restricteur est nécessaire afin d’assurer un bon

transfert des analytes dans le détecteur en évitant le blocage.

3.9.5 Le restricteur

Le restricteur est 'une des parties les plus importantes, mais aussi la plus
difficile & contrdler. Le restricteur peut étre un tube en acier inoxydable ou un
capillaire de silice™. Le restricteur a deux réles principaux: maintenir la pression
a l'intérieur de la colonne et contréler le débit. Selon les conditions optimales
d’une colonne, l'orifice du restricteur sera plus ou moins grand (= 1 ym). Le débit
d’une colonne remplie est généralement supérieur a celui dune colonne capillaire.
La majorité des restricteurs sont fixes et, selon le gradient de pression, le debit
variera. Certains détecteurs, comme le spectrométre de masse, sont sensibles &

de grande variation d’apport massique. Dans le cas de l'ionisation chimique (Cl),
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un changement de pression dans la source conduit & une variation dans les
conditions d'ionisation, ce qui entraine des fluctuations dans le signal (spectre de

masse).

Le restricteur est placé au bout de la colonne et avant ou apres le
détecteur, selon ce dernier. Mais la majorité du temps, il nécessite un chauffage

pour éviter la précipitation ou le blocage.

3.9.6 Les détecteurs

Un des avantages que comporte la SFC est qu'elle permet I'utilisation de
la plupart des détecteurs reliés a la GC et a la HPLC. La plupart des détecteurs
utilisés en HPLC et en GC ont été adaptés pour la chromatographie en fluide
supercritique. Le spectrophotométre ultra-violet et le FID ont été largement
utilisés. Depuis la derniére décennie, le spectrométre de masse (MS) et l'infra-
rouge a transformées de Fourier (FTIR) sont de plus en plus employés pour la
détection en SFC.

3.9.6.1 Détection par ionisation a la flamme, FID

Le FID est largement utilisé et surtout lorsque le fluide se compose
essentiellement de dioxyde de carbone ou de protoxyde d'azote. Par contre, la
présence de modifiant a plus de 5% de la phase mobile rend impossible
Putilisation du FID comme détecteur®, le bruit de fond étant trop élevé. Ainsi,
I'ajout d’'un modifiant limite le choix du détecteur. Ce dernier est placé a

'extrémité du restricteur.
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3.9.6.2 Détection par spectrométrie de masse, MS

Le spectromeétre de masse se préte bien a la chromatographie en fluide
supercritique. Puisqu'il y a vaporisation des analytes et de la phase mobile apres
le restricteur, les analytes gazeux sont ionisables dans la plupart des sources d'un
spectrométre de masse. Par exemple, l'ionisation chimique et par impact
électronique’®® nécessitent des analytes a I'état gazeux. L'introduction des
analytes peut avoir lieu en plagant le restricteur directement dans la source (direct
fluid introduction, DF)®. Puisque I'expansion du fluide aprés le restricteur
provoque un refroidissement qui cause la formation d’agglomérats et méme un

blocage, la DFI exige le chauffage du restricteur pour éviter ces inconvénients.

L'ionisation chimique & pression atmosphérique (APCI) et I'ionisation par

nébulisation électrostatique (electrospray) sont aussi utilisés pour la SFC’’.

3.9.6.3 Autres modes de détection

Les détecteurs spectrophotométriques tel UV-visible®> 798 ou IR®, sont
placés entre la colonne et le restricteur puisqu’ils ne nécessitent pas un apport de

matiére. Les cellules sont adaptées a de grandes pressions rencontrées en SFC.

Dans les détecteurs utilisés en GC, il a aussi le détecteur a capture
d’électron (ECD), a photométrie de flamme (FPD) et thermoionique (NPD)%%.

Ces détecteurs sont positionnés a la sortie du restricteur.

Il est possible d'utiliser plus d'un détecteur a la fois. Certaines
combinaisons en série sont possibles telles : UV-FID, UV-MS, FID-MS, etc.”"®
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3.10 Conclusion

La chromatographie en fluide supercritique a couvert de nombreux
domaines et plusieurs types de composés : les oligomeres du polystyréne, les
hydrocarbures (HAP), les acides carboxyliques‘53, les alcools, les acides gras, les
pesticides, les herbicides®, les drogues, les cires, les acides aminés, etc. 7.
Certains sels peuvent étre analysés par SFC. En effet, David et Sandra® ont

separé quelques sels dammonium quaternaire.

Markides et ses collaborateurs® ont analysé quelques acides carboxyliques
thermolabiles par SFC. Puisque la séparation s’effectuait a basse température,

aucune décomposition n’a été observée.

Généralement, les molécules de hautes masses nécessitent I'ajout de
modifiant pour se solubiliser dans le fluide supercritique. Le modifiant permet
d'étendre le domaine de masse, mais cette solution connait aussi des limites
quant & la masse. Smith et ses collaborateurs® ont démontré qu'il est possible,
en chromatographie en fluide supercritique (éthane et propane), d’analyser des
molécules tel le cytochrome C a 12842 daltons avec 'emploi de micelles. L'ajout
de surfactants, sous certaines conditions, provoque la formation de micelles® qui
sont plus facilement solubilisables.

Les propriétés physiques d’'un fluide supercritique ont permis d’ajouter deux
techniques analytiques trés intéressantes. L’extraction par fluide supercritique se
voit une technique plus rapide et performante pour I'analyse de composés traces
comme les substances alléiopathiques. La possibilité de couplage avec une
technique chromatographique (SFC) procure un avantage de plus, contrairement
aux techniques classiques d’'extraction (soxhlet, sonification). De son céte, la SFC
permet le couplage au spectrométre de masse, un outil majeur dans I'élucidation

de composes inconnus.

En pratique, le couplage de la SFE avec la SFC est plus complexe, il
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nécessite I'ajout d’'une trappe cryogénique. Cette trappe doit avoir un tres petit
volume afin d’éviter un volume d’injection trop grand provoquant une perte
d'efficacité chromatographique. Mais une trappe cryogénique trop petite possede
une capacité limitée a retenir les composés, surtout si 'on utilise un modifiant lors

de I'étape d'extraction.
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Chapitre 4

PARTIE EXPERIMENTALE

4.1 Substances utilisées

Les composés employés lors des différentes expériences proviennent de
la compagnie Aldrich (Milwaukee, USA) et étaient utiliseés sans purification
préalable. Ces composés sont I'acide férulique, I'acide p-hydroxybenzoique,
I'acide vanillique, l'acide p-coumarique, l'acide t-cinnamique, la caféine,
'umbelliférone, le pinéne, le menthol, la limonéne, I'anthracéne et la vitamine K.
Les HAP utilisés proviennent de chez Ultra Scientific (North Kingstown, USA).

Les solvants nécessaires a la HPLC, a la GC, a la SFC, a la SFE et aux
mises en solution étaient tous de grade HPLC ou spectrograde. L'acétone et le
méthanol proviennent de la compagnie BDH (Toronto, Canada). L'acétonitrile et
I'acide acétique glacial ont été achetés chez Sigma, tandis que le toluéne et le
dichlorométhane proviennent de J&W. L'eau pour sa part provenait d'un systeme

de purification d’eau milli-Q vendu par la compagnie Millipore (Bedford, U.S.A.)

Le gaz utilisé pour I'extraction et la chromatographie par fluide supercritique
est le dioxyde de carbone (CO,) de grade SFC acheté chez Liquid Carbonic
(Montréal, Canada); Il est fourni avec une surpression d’hélium a 1500 psi.
L’hélium, 'hydrogéne et I'air de grade zéro proviennent de la compagnie Liquid
Carbonic inc. Ces derniers traversent des trappes de purification additionnelles
provenant de chez CSC.

4.2 Systéme de chromatographie liquide & haute performance

Une pompe a piston modéle LC-410 a été employée avec un détecteur UV
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a longueur d’onde variable modéle LC-85 muni d'une cellule de 2,4 pL (=254 nm),
tous deux de marque Perkin-Elmer. L'injecteur modeéle 7125 de la compagnie
Rheodyne a été monté avec une boucle d'injection de 5 uL. Une colonne de 15
cm de longueur par 4,6 cm de diametre interne contenant une phase stationnaire
ODS-2 de 5 ym de diamétre a été employée. Les solvants d'élution étaient
dégazés a I'aide d'un courant d’hélium gazeux en continu pour éviter la formation
de bulles dans le systeme. Le systeme d’intégration modéle PE Nelson 1020 de

la compagnie Perkin-Elmer a été utilisé pour I'analyse qualitative et quantitative.

4.3 Systéme de chromatographie en phase gaseuse

Un chromatographe en phase gazeuse modéle Autosystem de Perkin-Elmer
muni d'un détecteur a ionisation a la flamme (FID) a été utilisé. Le systeme
d'intégration modéle PE Nelson 1020 de la compagnie Perkin-Elmer a été utilisé
pour 'analyse qualitative et quantitative. Une colonne capillaire de 320 ym de
diamétre interne et de 30 métres de longueur contenant une phase stationnaire

SPB-5 de 0.25 um d’épaisseur de la compagnie Supelco était employée.

4.4 Détecteurs a spectrométrie de masse

Deux spectromeétres de masse ont été employés comme détecteurs
chromatographiques. Tout d'abord, un spectrometre de masse quadrupolaire
TRIO-1 de la compagnie VG interfacé a un systéme d'acquisition LAB-BASE a éte
utilisé. Le vide était obtenu a I'aide de deux pompes turbo-moléculaires: 240 L/s
pour la source et 50 L/s pour I'analyseur. Le pompage primaire était assuré par

une pompe rotative Edwards modéle 2. La source utilisée était de type Cl.

Le second instrument employé est un spectrométre de masse a secteur MS-9

de la compagnie Kratos muni d'une source modifi'® a décharge
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électroluminescente (Glow-discharge). Le vide était obtenu avec trois pompes a

diffusion.

4.5 Systéme SFE

Le systeme SFE a été mis au point dans nos laboratoires (Figure 4). Il est
constitué d'une pompe a seringue HPLC Varian 8500. Entre la pompe et la
cartouche d'extraction, une valve permet d’augmenter la pression dans la pompe
sans amorcerr 'extraction. Par la suite, la cartouche d’extraction est insérée dans
un four ,GC, de Varian. La tubulure en acier inoxydable de 1/8" de méme que la
plupart des unions et valves proviennent de la compagnie Vannes et Raccords
Laurentien (Montreal, Canada). Une cartouche d’extraction en acier inoxydable
de 5 mL résistant & 10000 psi, et les connecteurs “Slip-free” ont été achetés chez
Keystone Scientific de méme que la tubulure en acier inoxydable de 1/16". Le
restricteur est constitué d'un capillaire de silice de 35 uym de diamétre interne. Le
diamétre interne du restricteur doit obligatoirement étre plus petit que la tubulure
avant la cartouche d'extraction, ce qui permet de créer une restriction située
seulement apres la cartouche. La longueur de capillaire nécessaire entre la
cartouche d’extraction et le vial de trappage est d’environ 40 cm. Le contréleur de
température nécessaire au restricteur a été fabrique a I'atelier d’électronique et

mécanique du département de chimie.

Apres la solubilisation par le FS, les analytes doivent étre recueillis dans
un espace hors de portée de la matrice initiale. Le FS a tempeérature et pression
normale, se volatilise & la sortie du restricteur. A ce moment, les analytes peuvent
étre rejetés dans un solvant. Cette procédure se nomme barbotage. Cette

solubilisation constitue en fait le trappage des analytes.

Le contenant servant au trappage des analytes doit contenir un volume
minimum de solvant afin d’étre efficace. La forme du contenant de trappage est

egalement importante. Un contenant court et large diminue le temps de résidence
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du dioxyde de carbone contenant les analytes. Un contenant long et étroit apporte
un long temps de résidence et procure un bon transfert des analytes vers le
solvant. Etant donné un débit gazeux élevé (150-300 mL), un contenant trop étroit
expulserait le solvant a I'extérieur. Un vial de 10 cm de longueur par 1 cm de
diametre interne, que nous avons utilisé, convient parfaitement au debit employé
en SFE.

4.6 Mode d’opération pour la SFE

Dans un premier temps, le dioxyde de carbone est acheminé vers la pompe.
Cette derniere permet de compresser le dioxyde de carbone a des pressions
supérieures a la pression critiqgue du gaz. En paraliéle, la cartouche d’extraction
est remplie avec la matrice contenant les composés cibles (composés
allélopathiques) et déposée dans I'enceinte chauffante. La température de
I'enceinte doit étre supérieure a la température critique du gaz. Pour débuter
I'extraction, une valve située entre la pompe et la cartouche d’extraction, est
ouverte. Les analytes extraits par le SF sont acheminés vers une trappe ou ils

sont accumulés pendant toutes la durée de I'extraction.

Le développement de linstrument avait comme objectif d’obtenir le plus
haut taux de recouvrement des substances allélopathiques contenu dans la terre
avoisinant la Kalmia angustifolia. La principale partie de I'instrument qui dut subir
plusieurs ajustements est la trappe. Cette partie a pour fonction de retenir tous
les composés allélopathiques extraits de la terre, donc un réle majeur dans la

qualité du recouvrement.

L’ajustement de chaque paramétre de I'appareil (pression, température,
débit, etc) avait également comme objectif d'obtenir le plus haut taux de

recouvrement des substances allélopathiques contenu dans la terre.
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4.7 Systéme de chromatographie en fluide supercritique

Le systéme de chromatographie en fluide supercritique comporte une
pompe a seringue HPLC Varian 8500. Un GC 1590 de Hewlett-Packard servait
d’enceinte chauffante. Une colonne capillaire de 50 um de diamétre interne et de
10 métres de longueur contenant une phase stationnaire DB-1, acheté chez CSC,
(Montréal) a été utilisée. Un injecteur comportant une boucle d’injection interne
Valco de 60 nL a été employé avec des connections a volume mort réduit de la

compagnie Valco.

4.8 Mode d’opération pour la SFC couplé a un spectrométre de masse

Le principe du pompage du dioxyde de carbone est le méme qu'en SFE
(section 4.6). La température de I'enceinte contenant la colonne doit étre
supérieure a la température critique du gaz. Le fluide supercritique traverse
linjecteur (de type HPLC) et est pompé a travers la colonne jusqu’'au restricteur.
Aprés ce demier les analytes et le FS sont vaporisés dans la source chauffée du
spectrométre de masse. Puisque le systéme est artisanal, il faut debuter

I'acquisition du spectromeétre manuellement au moment de l'injection.

Les paramétres instrumentaux (pression, température du fluide
supercritique, température du restricteur, etc.) sont établis en fonction des
différents composés allélopathiques. Les paramétres expérimentaux sont décrits

au chapitre 5 avec 'évolution du systéme SFE.
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Chapitre 5

OPTIMISATION D’UN SYSTEME SFE POUR L’ANALYSE DES
SUBSTANCES ALLELOPATHIQUES

Parallélement au développement des techniques de séparation et
d'identification des composés contenus dans un mélange, telle la
chromatographie, il est également indispensable de développer une technique
d’extraction de maniére & isoler les composés de leur matrice initiale. C'est la
premiére étape avant l'utilisation des techniques chromatographiques. Des essais
antérieurs ont démontré que la plupart des composés organiques polaires
contenus dans la terre sont difficilement extraits par les techniques classiques

d’'extractions, tel le soxhlet et la sonification*.

La mise au point de méthodes analytiques nécessite de connaitre la nature
des composés visés ainsi que les caractéristiques de la technique utilisée. |l est
toujours nécessaire de faire quelques essais puisqu'il est difficile de prévoir les
résultats. En chromatographie, par exemple, une bonne résolution entre deux ou
plusieurs analytes ou I'élimination d’interférences ne peuvent étre obtenues qu'a
la suite de quelques essais. De plus la mise au point de la technique elle-méme

requiert de nombreuses expériences.

Ainsi le processus de modification du systéme d'extraction par FS a du étre
appliqué & I'étude des substances allélopathiques. Le présent chapitre s'intéresse
donc au développement du systéme d’extraction effectué dans nos laboratoires,
de méme qu’aux causes et conséquences des différentes modifications. Nous
constaterons I'évolution de linstrument et ce, dans le but de rendre cette
technique & un niveau supérieur aux autres techniques d’extractions utilisées en

chimie analytique.



57

5.1 Caractérisation du systéme SFE avec les terpénes

Afin de caractériser le systtme SFE et de mieux visualiser son
fonctionnement en général, nous avons utilisé des composés volatils, stables et
peu réactifs face a la température et aux divers solvants, et facilement analysables
par une technique chromatographique. Certains composés de la famille des
terpénes sont reconnus comme potentiellement allélopathiques. Les terpénes
choisis sont volatils et sont peu polaires. La limonéne, la cineole et la menthone

peuvent étre analysés par GC/FID.

Dans un premier temps, aucune matrice n'était insérée dans la cartouche
d’extraction. Les terpénes étaient ajoutés directement a cette cartouche. Cette
procédure permet de vérifier le fonctionnement du systeme d'extraction
directement en éliminant les effets de matrice avec la terre telle I'adsorption de

COMPOSES.

La terre renferme plusieurs composés, mais & de trés faibles
concentrations. Pour reproduire une extraction de terre, nous avons inseré, dans
la cartouche, 100 ug des trois terpénes sélectionnés. Une fois extraits, les
terpénes étaient recueillis dans 10 mL de dichlorométhane (trappe par barbotage)
et analysée par GC. La concentration des terpénes est évalué par rapport a des
standards de concentrations connues. Le recouvrement des terpénes en fonction

de la pression du CO, est montré & la figure 11.

Les terpénes & lintérieur de la cartouche d'extraction doivent étre
solubilisés par le FS pour étre extraits et amenés dans la trappe. Selon la figure
11, nous pouvons constater, par les taux de recouvrement élevés, que les
terpénes sont solubilisés dans le FS et ce, quelque soit la pression de ce dernier.
Lors de ces extractions, le restricteur employé était fixe. En conséquence, une
augmentation de la pression du FS provoquait nécessairement une élévation du
débit du CO, gazeux. L'augmentation du barbotage peut entrainer les analytes

volatils, tels les terpénes, hors de la trappe, ce qui explique, en partie, les taux de
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recouvrement en deca de 100%.

Aussi, nous pouvons constater que 45 minutes d'extraction est suffisant.
Une prolongation de la durée d‘extraction pourrait provoquer 'entrainement des
analytes hors du solvant de trappage. Lors d’analyse de composeés volatils par

SFE, il est préférable de faire quelques essais afin de cibler la durée d'extraction
optimale.
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Figure 11: Graphique montrant I'effet du temps d’extraction de terpénes a 70°C

Ainsi, 'extraction de terpénes par fluide supercritique est possible avec un
systéme de trappage par barbotage. La basse pression utilisée démontre la
grande solubilité de ces composés dans le CO, sous sa phase supercritique. Lors

de I'extraction, la température n’est pas élevée afin d'éviter toute décomposition.



59

La pression est le facteur principal qui augmentera la solubilité des analytes lors

des extractions.

5.2 Effet de I’eau et des analytes non-volatils sur ’extraction de terpénes

contenus dans la terre

Lors de l'extraction des terpénes contenus dans la terre, nous avons
constaté une différence comparativement & I'extraction de terpénes sans matrice.
Un blocage se produit au niveau du restricteur, ce qui était probablement causé
par la présence d'eau ou d'analytes non-volatils. Plusieurs essais ont éte
effectués, mais puisque le blocage se produisait au début de l'extraction,
presqu’aucun composé n'a été extrait. |l a donc fallu trouver un moyen

d’empécher le blocage du restricteur.

Lors de I'analyse de composés provenant de matrices naturelles comme la
terre, il est courant d’observer des taux d’humidité de I'ordre de 50-70 %. L'eau
est également extraite par le dioxyde de carbone malgré sa faible solubilité®.
L’eau se condense puis géle dans le restricteur lorsqu'il y a décompression du
CO.,, ce qui a pour effet de bloquer partiellement ou totalement le restricteur et de
causer I'arrét de I'extraction. Plusieurs solutions®*® ont été proposées, dont le
chauffage du restricteur. Avec un systéme de récupération par barbotage, il est
impossible de chauffer la partie du restricteur qui baigne dans le solvant de
trappage. Si le restricteur est chauffé, il en sera de méme pour le solvant, et
Pévaporation du solvant diminue la capacité de trappage. D’ailleurs, certains

chercheurs ont démontré qu'il est préférable de réfrigerer le solvant.

Un second effet de I'eau lors de I'extraction par FS est qu'elle contribue a
former des agglomérats de terre. Cette hétérogénéité de I'échantilion procure des
chemins préférentiels au CO, tout en diminuant la surface de contact, ce qui

cause un mauvais transfert des analytes dans le CO,.
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5.3 Remplissage de la cartouche d’extraction

L'échantillon contenant les analytes est placé dans la cartouche
d’extraction. La disposition de I'échantillon dans la cartouche d’extraction a une
influence sur le recouvrement et la reproductibilité. La disposition et
'homogénéité sont trés importantes. Puisque la surface de contact des composés
avec le FS est importantes, il faut éviter les agglomérats de terre causés, entre
autres, par I'humidité. Un échantillon non homogéne peut créer des voies

préférentielles pour le FS comme démontré a la figure 12.
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Figure 12 : Trois représentations de la variabilité de la disposition des
échantillons dans la cartouche d’extraction;a) bonnedisposition,

b) échantillon non homogéne, c) échantillon mal disposé

5.3.1 Utilisation d’un asséchant chimique

Puisque I'eau peut provoquer des agglomérats de terre et diminuer les
surfaces de contact (Figure 12-b), on peut assécher cette matrice de différentes
fagons. Un composé chimique hydrophile ou un chauffage permettent une bonne
homogénéité de I'échantillon, améliorant les taux de recouvrements et la

reproductibilité des extractions.
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|'utilisation d’asséchants chimiques complique le protocole d’extraction.
Elle est également nécessaire pour prévenir le blocage du restricteur. Burford et
ses collaborateurs® ont démontré que le sulfate de magnésium est un assechant
trés efficace. En effet, ce composé posséde une bonne capacité a adsorber l'eau.

C’est pourquoi, le sulfate de magnésium a été utilisé dans nos essais.

Il existe deux facons de trapper I'eau a 'aide d’'un asséchant chimique.
Tout d’abord, on peut déposer successivement, dans la cartouche d’extraction, un
lit d’asséchant puis I'échantillon. L’eau extraite est trappée sur le lit d'asséchant
avant de parvenir au restricteur. Etant donné la haute teneur en eau dans les
&chantillons de sol, nous avons observé que le lit se transforme en un bloc trés
solide et obstrue complétement le passage du FS, provoquant l'arrét de
I'extraction en moins de dix minutes, indépendamment de la pression et de la

température dans la cartouche d'extraction.

L'autre fagon d'éliminer I'eau est d'effectuer un mélange homogene avec
le sol et le sulfate de magnésium. L'eau est adsorbée par 'asséchant avant
I'extraction. Comme tous les échantilions de sol ne contiennent pas le méme taux
d’humidité, il nexiste donc pas de quantité fixe d'asséchant & ajouter. Toutefois,
nous avons observé qu'en utilisant un sol avec un taux d’humidité d’environ 50 %,
un mélange terre-MgSQ, (1:2) constitue un mélange homogéne sans agglomerat
de sol.

Nous avons observé quaprés 15-20 minutes d'extraction, le débit du
dioxyde de carbone diminuait jusqu’a une obstruction compléte du restricteur.
Malgré ce blocage, environ 50 % des terpénes étaient extraits. Par contre, le
blocage du restricteur n'était pas di simplement a 'eau gelée. En effet, aprées un
léger chauffage (environ 50°C), le débit a travers le restricteur ne se rétablissait
pas. Un chauffage du restricteur a plus de 200 °C était nécessaire pour obtenir
un faible débit. Puisque I'obstruction s'effectuait lentement, il est probable que
I'adsorption de composés non volatils sur les parois du restricteur était

responsable de cette coimatation. Une décompression précoce du FS provoquait
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une diminution du pouvoir solvatant de ce dernier dans le restricteur causant

I'adsorption des composés sur la premiére surface rencontrée.

5.4 Gradient de pression dans le capillaire de silice

La tubulure et la cartouche utilisées avaient un diamétre interne supérieur
a 250 pm. Le restricteur constitué d’'un capillaire de silice d'environ 30 cm de
longueur et dont le diamétre interne était de 30 ym. Par conséquent, une
limitation de pression se fait avec le restricteur. Le diamétre interne du capillaire
est constant, donc I'expansion du fluide se fait tout au long du capillaire. La
pression initiale, celle de la cartouche d'extraction, est supérieure a la pression
finale du systéme (Figure 13). Lorsque la restriction du fluide supercritique n'est
pas localisée dans une infime partie d'un tube (ou capillaire), il y a gradient de
pression. Durant 'expansion, le fluide supercritique voit sa densité diminuer et,
par conséquent, son pouvoir de solvatation. |l est probable que certains analytes

non volatils se condensent sur les parois.

Dans la terre, on retrouve plusieurs composés chimiques et la plupart ne
sont pas volatils, ainsi 'utilisation d'un restricteur a capillaire de silice de diamétre
interne constant n'était pas trés appropriée puisgu'il y avait risque de formation de

dépét.
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Figure 13: Schéma montrant la décompression du FS a travers un capillaire,
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Pour empécher le dépdt des analytes non volatils sur les parois du
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capillaire de silice, il était nécessaire, dans un premier temps, de chauffer le
capillaire sur tout sa longueur et de localiser la restriction en diminuant le diametre
interne seulement a son extrémité. Mais le chauffage complet du capillaire était
exclu d0 au principe de trappage par barbotage dans un solvant organique, qui
risquait de provoquer I'ébullition de ce dernier. Par contre, il était possible de
fermer le bout du capillaire de silice par simple chauffage a la température de
fusion de la silice. Mais cette étape avait pour effet de dénuder |le capillaire de sa
couche de polyimide protectrice rendant le restricteur trés friable. Une autre
solution devait donc étre envisagée. Alors en changeant le type de restricteur,
nous avons modifié également le principe de trappage des analytes suite a

I’extraction.

5.5 Modifications dans le systéme de trappage

Il n’existe pas de probléme majeur lors de I'extraction des composés volatils
comme les terpénes avec un systéme d'extraction par fluide supercritique, puisque
ces composés sont bien solubilisés et entrainés par le FS. Nous avons constaté
que les différents problémes survenus étaient dus aux analytes non volatils. En
effet, ces derniers avaient tendance a s’adsorber sur les parois du restricteur de
silice. Pour cette raison, il a fallu adapter le systeme d’extraction en fonction de
tous les analytes, c'est-a-dire, un systéme qui pourrait, a la fois, extraire les
composés volatils et non volatils. Le restricteur en silice a été remplacé par un
restricteur en acier inoxydable, et la trappe par barbotage, par une trappe

cryogénique.

5.5.1 Analytes non volatils

Les composés non volatils semblent constituer le probleme majeur qui limite

I'extraction par FS. En effet, les analytes non volatils tels certains acides
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carboxyliques, sont entrainés de fagon moins importante par le dioxyde de
carbone gazeux comparativement aux terpenes. Un FS beaucoup plus dense est
donc nécessaire afin dobtenir une bonne solubilisation. Lors de la
décompression du dioxyde de carbone, une baisse de densité provoque les
dépots d'analytes sur la premiére surface rencontrée. Si cette surface est la paroi
intérieure du restricteur, il y aura perte, puisque les analytes doivent étre
acheminés jusque dans la trappe. Un mélange témoin de composés, autres que

les terpénes, a alors été utilisé dans les essais ultérieurs (Tableau |, chapitre 2).

5.5.2 Restricteur en acier inoxydable

Un nouveau restricteur a été installé sur le systéme d'extraction par fluide
supercritique. L’adsorption des composés sur les parois du capillaire de silice
n’était pas attribuable a la silice mais & un manque de solubilité des analytes

provoqué par un changement physique du fluide supercritique.

‘Un tube en acier inoxydable de 250 um interne et 1,6 mm externe a été
utilisé comme restricteur. Toutefois, un diamétre interne aussi grand par rapport
a la cartouche d’extraction ne crée pas une bonne restriction, et le débit a la sortie
du restricteur était presque égale au débit retrouvé avant la cartouche d'extraction.
Ainsi, la pompe ne pouvait pas atteindre la pression critique désirée. Alors nous
avons pincé le bout du tube afin de diminuer le diamétre interne & la sortie et créer
une restriction trés localisée. Ce restricteur était beaucoup plus robuste que celui
constitué par un capillaire de silice, et la restriction s’effectuait sur une distance
inférieure a un millimétre a la sortie du tube. Ceci permettait d’éviter I'expansion
précoce du FS et ainsi d’éliminer le dépét des analytes sur les parois du tube

avant le transfert dans le systéme de récupération.

Nous avons constaté une baisse importante de température & I'extréemité
du tube, ou la vaporisation du FS a lieu, causant un blocage. L’expansion

adiabatique provoquait une chute de température et refroidissait considérablement



65

le restricteur, en plus d’ajoutés un changement de phase du dioxyde de carbone
(devient liquide puis gazeux). Les analytes dissous dans le FS étant soumis a
cette température trés basse, étaient moins solubilisés et précipitaient au niveau
du restricteur. Un chauffage de ce dernier pouvait permettre de garder le dioxyde
de carbone dans des conditions supercritiques avant la vaporisation et empécher
la précipitation précoce des analytes avant le systéme de récupération. Puisque
le chauffage du restricteur est impossible avec un systéeme de trappe par
barbotage dans un solvant, un autre systéme a été employé: la trappe
cryogénique (sur adsorbant solide).

5.5.3 Restricteur fixe

Le restricteur consistant en un tuyau pincé sur 'extrémité, tel que décrit
dans la section précédente, a la caractéristique d'étre fixe. Un restricteur fixe
signifie que le diameétre de son embouchure est constant pendant 'extraction,
comparativement au restricteur variable dont le diamétre est ajustable. Ii est
important d’en tenir compte, surtout lorsque I'on effectue des gradients de
pression pendant une extraction. Une augmentation de la pression, en téte de la
cartouche d’extraction, agit directement sur le débit du dioxyde de carbone a la
sortie de la trappe (Figure 14). Si la quantité de dioxyde de carbone & la sortie de
la trappe augmente, le volume de FS passant & travers I'échantillon sera
obligatoirement accru. Par conséquent, une plus grande quantité d’analytes
devrait &tre extraite. |l est important de connaitre le type de restricteur, puisqu'il
explique, en partie, les taux de recouvrement. Tel que décrit dans la section
théorique (Chapitre 3), une augmentation de la pression conduit a un
accroissement de la densité. La solubilité des analytes est directement
proportionnelle & la densité du FS. Mais un débit plus grand peut étre comparable

a une durée d’extraction plus longue.
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Figure 14 : Variation du débit gazeux de dioxyde de carbone versus la pression
en téte de cartouche d’extraction pour un restricteur fixe

5.5.4 Récupération des analytes sur un adsorbant solide cryogéné

Au cours des derniéres années, le développement des systémes
d’extraction par fluide supercritique a conduit a la disparition graduelle des

45,50 Ces

trappes par barbotage au profit des trappes sur adsorbant solide
derniéres permettent, dans certains cas, d’éliminer le solvant de trappage.
Puisque le restricteur n'est pas en contact direct avec les analytes, le chauffage

du restricteur est donc possible.

Lors de la décompression du CO, supercritique, les analytes sont
pulvérisés. Le dioxyde carbone capte 'énergie du milieu environnant, y compris
celle des analytes dissous. Les analytes solides nayant presque plus

d'interactions avec le dioxyde de carbone, ils auront tendance a cristalliser et a se
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déposer sur les surfaces rencontrées. Dans le cas ou les analytes sont recueillis
dans un solvant, ils seront solvatés au contact de ce dernier. Sur un adsorbant
solide, les composés sont déposés sur la surface solide. |l n'existe pas

nécessairement de force de cohésion entre la phase solide et les analytes.

5.5.5 Description de la trappe

La trappe était composée d'une colonne HPLC conventionnelle en acier
inoxydable de 4,6 mm de diamétre interne par 7-8 cm de longueur, vidée de son
contenu (Figure 15). Le boulon d’entrée de la cartouche etait machine de
maniére a obtenir un cylindre. Sur ce dernier reposait une rondelle d’aluminium
de 8-9 mm d'épaisseur par 7 cm de diamétre. Le centre de la rondelle était perce
afin d’y insérer la cartouche de trappage. La rondelle était chauffée par un
élément de 150 watts contrélé par un systéme électronique maison. Ce dernier
était de type “marchefarrét’, c'est-a-dire qu'il ordonne a 'élement de chauffer si la
température devient inférieure a celle indiquée par un thermocouple de type K qui
était introduit dans la rondelle. Le boulon dans lequel le restricteur était inséré
était également chauffé. La précision du systéme de chauffage était d’'environ de
10°C.

Le filtre poreux en acier inoxydable et le boulon a I'entrée de la colonne
étaient troués afin de faciliter la détente du dioxyde de carbone. |l est nécessaire
d’obtenir Ia vaporisation aprés le restricteur sur I'adsorbant et non sur le filtre
poreux, car dans le cas contraire la vaporisation des analytes aurait lieu, en partie,
a I'entrée de la colonne ol il y a le chauffage. Le deuxiéme boulon situé a la fin
de la cartouche était percé afin d'obtenir une meilleure évacuation du gaz. Le
diamétre du trou était inférieur a celui du filtre poreux afin de bien retenir ce filtre
et I'adsorbant solide.

La trappe était insérée dans un cylindre de téflon. La réfrigération de la

colonne était assurée par du dioxyde de carbone comprimé avec une surpression
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d’azote a 1500 psi. Le débit, donc la capacité de cryogénation, était ajusté par un
restricteur consistant en un tube d’acier inoxydable de 1/16 pouce de diametre
externe pincé sur I'extrémité. Ce restricteur pénétrait par le haut du cylindre de
téflon et atteignait la zone de refroidissement. Cette derniére était délimitée par
la trappe et le cylindre de téflon. Le dioxyde de carbone était ensuite rejeté par

une ouverture a la fin de la trappe.

Restricteur ~— Boulon d'entrée
'. y
\ 4
Rondelle \
chauffante \
| Bt | S5
3yl |
~— Filtre poreux percé
Cylindre
en Teflon I N ]
| S \. Dioxyde de carbone
e pour le refroidissement
v
Trappe ——__

—

__Filtre poreux

L

™ Boulon de sortie

Figure 15: Schéma de la trappe cryogénique avec adsorbant solide
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5.5.6 Adsorbants solides

Les adsorbants solides utilisés varient selon la matrice et surtout, le type
de composé. Dans la littérature, on utilise des particules de C,g (octa decylsilane)
servant surtout a la HPLC, de la laine de verre, des billes de verre, des billes

d’acier, etc.

Nous avons testé des particules de C,g (octa decylsilane) provenant de
cartouche d’extraction solide-liquide de type “Sep-Pak” de la compagnie Waters.
Le diamétre des particules est d'environ 45 ym. Nous avons observé que cet
adsorbant donne de bons taux de recouvrement lors de I'extraction, mais étant
donné la finesse des particules, il se produisait une certaine restriction. Lors des
extractions, le débit variait de 150 a 300 mL/min de dioxyde de carbone gazeux.
Puisque le gaz ne pouvait s'échapper convenablement, une augmentation de
pression apparaissait en amont de I'adsorbant. Dans certains cas, les pressions
d’extractions atteignait 4500 psi et les particules de C,5 semblait se compacter.
En effet, au bout de quelques extractions, la cartouche s'obstruait et ne laissait
passer le gaz que partiellement. Une augmentation de la pression dans la trappe
entrainait les analytes hors de celle-ci. Pour ces raisons, nous avons testé, par
la suite, de la laine de verre silanisée de la compagnie Supelco. Les taux de
recouvrement et la facilité a désorber les composés semblaient identiques et il 'y
avait aucun blocage & court et long terme. Ainsi, nous avons utilisé de la laine de

verre dans nos essais puisqu’elle convenait aux attentes d’un adsorbant solide.

5.5.7 Désorption de composés trappés sur la laine de verre

Une fois les composés extraits de la terre, ils se retrouvent sur I'adsorbant
solide. Puisque nous avons démontré que la laine de verre convient parfaitement,
nous I'avons utilisée afin de retenir les composés. Dans un deuxiéme temps, la

trappe était retirée du systéme d’extraction et installée sur une pompe HPLC
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conventionnelle ol un solvant acheminait les analytes, préalablement extraits, de
la laine de verre vers un vial. Afin de vérifier 'adsorption des analytes sur des
sites actifs possiblement contenus dans la trappe et la procédure de récupération,
une quantité connue de sept composés était déposée en téte de trappe. La laine
de verre était séchée au dioxyde de carbone de fagon a simuler une extraction.
Successivement, 7 mL et 5 mL de méthanol passaient a travers la trappe a un
débit de 1 mL/min. Les deux fractions étaient recueillies séparément afin de
déterminer une quantité minimale de solvant nécessaire a la désorption des
analytes. Les deux fractions était analysées par HPLC et comparer & un mélange

de standards de concentration connue.

Tableau VI: Récupération de composés allélopathiques de la trappe avec du
méthanol (A: avec 7.0 mL; B: 5.0 mL supplémentaire)

Composes S 0
) | (%)
Ac. vanillique 92.0 <LOD
Caféine 83.5 <LOD
Ac. p-coumarique 109.5 <LOD
Ac. férulique 87.5 <LOD
Umbelliférone 85.5 <LOD
Ac. cinnamique 118 <LOD
~ Phlorhizine 91.5 <LOD !

Nous avons constaté, d'aprés le Tableau VI, qu’il était possible de
récupérer les produits trappés. De plus, 7 mL de méthanol semblaient suffisants
pour déloger les analytes, puisque dans la deuxiéme fraction aucun composé
n'était perceptible sur le chromatogramme.
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5.6 Extraction de composés allélopathiques avec la trappe cryogénique

Cette section presente lI'évolution de la methode afin d'analyser les
composeés allélopathiques. Certaines modifications ont été apportées au systéme
d'extraction par fluide supercritique afin d'éliminer quelques problémes
instrumentaux dans le but d'obtenir des taux de recouvrements les plus élevés

possibles.

Il existe plusieurs causes a de faibles taux de recouvrements. La rétention
de composés sur la matrice peut étre une explication a une faible quantité de
composés recueillis. Afin d’écarter cette possibilité, quelques extractions ont été
effectuées en disposant aucune matrice a I'intérieur de la cartouche d’extraction.
Un volume connu (250 L), d'une solution mére comprenant les composés
allélopathiques sélectionnés dissous dans I'acétonitrile, a été ajouté a la cartouche
d’'extraction. L’acétonitrile servait aussi de modifiant. Les conditions d'extractions

étaient les suivantes:

Pression en téte de la cartouche d'extraction: 3000 psi
Température de la cartouche d’extraction: 50°C
Température du restricteur: 130°C

Durée de I'extraction: 30 minutes

Les donnees du Tableau Vil montrent que le recouvrement moyen n’est pas
de 100%. Ainsi, en écartant les conditions d’extraction (pression température,
etc), nous pouvions observer qu'il y avait un probléme au niveau du systéeme
d'extraction. Le recouvrement des analytes déposés dans la cartouche
d’extraction devrait étre de 100%. Nous pouvons prétendre que les analytes

n'étaient pas extraits ou qu’il y avait perte a un ou plusieurs endroits.

Afin de vérifier si l'ajout de matrice dans la cartouche affecte le
recouvrement moyen, nous y avons ajouté une quantité de terre humide, sans

séchage thermique ou chimique (voir Tableau VIII). Un volume connu (250 pL)
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Tableau Vli: Extraction de composés allélopathique sans matrice (sans terre)

Biriass Recouvrement

. LA (%)

%Ac. p-hydroxy-benzoique 36-52 l
| Ac. férulique 18-54

:Ac. vanillique 34-56

EAC. p-coumarique 33-48

| Phiorhizine 0-7
 Umbelliférone 32-49

Caféine 37-58

Ac. cinnamique 37-59 |

d'une solution mére comprenant les composes allélopathiques sélectionnés

dissous dans l'acétonitrile, a été ajouté a la cartouche d’extraction. L’'acétonitrile

servait aussi de modifiant. Les conditions d’extractions étaient les suivantes:

Pression en téte de la cartouche d’extraction: 4000 psi

Température de la cartouche d’extraction: 50°C

Température du restricteur: 140°C
Durée de I'extraction: 30 minutes

Matrice: 1,1 gramme de terre humide

Nous pouvons observer que I'extraction est trés faible avec un sol humide.

ll est normal que le recouvrement moyen obtenu soit inférieur comparativement

a I'extraction sans matrice. En effet, la terre retient, en partie, les composés et

'eau contenue dans cette matrice contribue a rendre I'échantillon plus ou moins

homogéne. Par contre, I'acide cinnamique montre de bons résultats. Ceci peut

étre dG a la faible solubilité de I'acide cinnamique dans l'eau, puisque l'eau

contenue dans la terre retient fortement les autres composés ou la présence de

ce composé dans la terre.
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Tableau VIlI: Recouvrement de composés allélopathiques dans la terre humide

BppaEs Recouvrement
(%)
Ac p-hydroxy-benzoique 2
Ac. férulique 11 l
| Ac. vanillique 6
{Ac. p-coumarique 2
 Phlorhizine 0
Umbelliférone 4
 Caféine 13
| Ac. cinnamique 75 i

5.6.1 Décomposition de la phlorhizine

La phlorhizine montre des taux de recouvrement beaucoup plus faibles que
ceux des autres composés (Tableaux VIl et Vil et Figure 16). Cette molécule
contient un radical glucosique qui la rend thermolabile. En effet, nous avons
constaté la présence de matiére brune et collante autour du restricteur et a
I'entrée de la trappe. Il est possible que d’autres composés aient été adsorbés
aux endroits ou la phlorhizine se décomposait. En regardant les
chromatogrammes de la figure 16, nous pouvons constater la diminution évidente
de la hauteur du pic de la phlorhizine (Tr = 21 min) et 'apparition d’un pic étranger
(o, Tr = 22 min) a droite de celui de la phlorhizine, aprés I'extraction du mélange
standard avec le restricteur a2 90°C. Ce nouveau pic chromatographique peut

correspondre & un produit de décomposition de la phlorhizine.

Quelques extractions ont été effectuées en réglant la température du
restricteur & un niveau plus bas (50-80°C). Mais il y a eu blocage, au niveau du
restricteur, di & I'adsorption de 'eau et des analytes non volatils. Puisque la

phlorhizine se décompose a trés basse température, il était difficile de l'extraire
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en obtenant de bons recouvrements. De plus, ce composé rendait les exiractions

moins représentatives compte tenu de I'adsorption des autres composés.
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Figure 16: Chromatogrammes montrant la décomposition de la phlorhizine
avec un restricteur a 90°C, (A): mélange standard avant extraction
(B): mélange standard aprés extraction; 1. ac.p-hydroxybenz.,
2. ac. vannil., 3. caféine, 4. ac. coum., 5. ac. férul., 6. umbelli.,
7. phlorhizine, 8. ac. cinnam., =, pic de décomposition
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5.6.2 Ajout d’une trappe ( barbotat) en série aprés la trappe cryogénique

La trappe cryogénique est efficace dans la mesure ou l'analyte touche une
partie solide (paroi de la trappe ou laine de verre). Si la température de la trappe
descendait beaucoup plus bas que la température de fusion du modifiant, ce
dernier se solidifierait et bloquerait le passage du dioxyde de carbone, provoquant
ainsi 'arrét de I'extraction. Mais nous n'avons pas observé ce phénomene avec

le refroidissement offert par un courant de dioxyde de carbone autour de la trappe.

Le modifiant liquide présent dans la trappe peut étre entrainé par le courant
de dioxyde de carbone et lessiver une certaine quantité d’analyte. Afin de verifier
cette hypothése, nous avons déposé 250 uL d’'une solution mére contenant les
analytes ('acétonitrile qui sert de solvant agit comme modifiant) directement dans
la trappe cryogénique. Une deuxiéme trappe, (par barbotat) était ajoutée en série
aprés la trappe cryogénique. Le contenant servant pour la deuxieme trappe
(barbotat) était le méme que celui utilisé lors des extractions avec barbotat
seulement (voir section 5.1.1). Ensuite, un courant de dioxyde de carbone a
traversé la trappe cryogénique telle une extraction. Toutefois, aucun chauffage
n'a été effectué pour éliminer le blocage du restricteur, puisqu’il N’y avait rien dans
la cartouche d’extraction. Les analytes contenus dans les deux trappes ont été
recuellis puis analysés afin de déterminer le recouvrement. Les résultats de

recouvrement sont montrés dans le tableau IX pour les conditions suivantes:

Pression en téte de la cartouche d’extraction: 4000 psi
Température de la cartouche d'extraction: 50°C

Durée de I'extraction: 50 minutes

Nous pouvons observer (Tableau IX) que le dioxyde de carbone entrainait
le modifiant avec une certaine quantité d’analyte dans le barbotat. Puisque les
composés allélopathiques sont polaires et nécessitent I'ajout d'un modifiant pour
améliorer la solubilisation, I'utilisation d’un barbotat en plus de la trappe s’avérait

essentiel. Par contre, sans chauffage du restricteur, le rendement total tendait



76

vers 100%. |l est possible que le systéme comporte une anomalie. La rétention
ou la décomposition d’analytes, entre la cartouche d’'extraction et le restricteur,

sont des hypothése qui peuvent justifier un rendement non maximal.

Tableau IX: Effet de I’entrainement des analytes par le modifiant

Recouvrement i
moyen (%) (n=2)
Composé Trappe Trappe
cryogénique (barbotat)

' Ac. p-hydroxy-benzoique 52 42
 Ac Férulique 53 42
Ac. Vanillique 55 37
Ac. p-coumarique 53 40
 Umbelliférone 54 42
 Caféine 49 27
;Ac. Cinnamique 51 40

5.6.3 Vérification de la décomposition des composés

En utilisant des composés thermiquement stables ayant des structures
différentes de celles des produits allélopathiques (et moins polaires), tels certains
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), il est possible de déterminer s'il
y a décomposition ou probléme d'adsorption des composés allélopathiques. Une
extraction par fluide supercritique (sans terre) a été effectuée en utilisant du
toluéne comme modifiant (250 pL d'une solution mére de HAP) puisque les HAP
sont bien solubilisés dans ce solvant. La pression d’extraction était de 4000 psi,
la cartouche d'extraction a 100°C et le restricteur a 95°C. Généralement une
extraction durait environ 30-45 minutes, mais afin de s'assurer d'obtenir la quantité

totale des composés, 60 minutes d'extraction sont nécessaires pour les HAP. Les



résultats de cette extraction sont présentés dans le Tableau X.

Tableau X: Recouvrement des HAP extraits par SFE

Recouvrement
! Point d’'éb. moyen (%) (n=2)
Composés (°C) Trappe Trappe
_ crygg__ﬂ(Lw (Barbotat) |
 Acénaphthylene 270 62 17
| Acénaphténe 279 64 15
Fluoréne 295 63 10
Anthracéne 340 50 2
Phénanthrene 340 58 4
Fluoranthéne 375 49 1
Pyréne 399 51 1
.; Benzo(a)Anthracéne 400 46 2
Chrysene 448 45 2
Benzo(k)fluoranthéne 480 45 3
Benzogghi)Péryléne 5:12 40 3

T4

En examinant le Tableau X, nous constatons toujours des taux de

recouvrement de I'ordre de 50%. Nous pouvons donc écarter la décomposition

due a la température dans I'expérience précédente. De plus, nous constatons une

baisse dans le taux de recouvrement avec la diminution de la volatilité des

composés. Ce phénoméne peut étre expliqué par un entrainement des composés

plus volatils par le dioxyde de carbone ou directement par le processus

d’extraction. Le dioxyde de carbone peut avoir une plus grande difficulté a

solvater les composés de masses plus élevées. La décomposition des composés

fut écartée. Ainsi, il est probable que le systéme présente une anomalie au niveau

de la trappe.:
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5.6.4 Modification de la trappe cryogénique

Aprés plusieurs essais d'extraction sur la terre, et malgré le changement de
la plupart des paramétres relies a la SFE, des recouvrements moyens de 50 a
60% étaient obtenus. Le probléme semblait donc provenir de la trappe au niveau
du restricteur, puisqu’on retrouvait un dépot situé prés du restricteur apres
quelques extractions. Le jet de dioxyde de carbone n'était pas droit. Compte tenu
du mode de fabrication du restricteur, il était trés difficile d’orienter le jet de gaz du
restricteur. Ainsi, le jet de dioxyde de carbone frappait la paroi chauffée situee
juste avant le filtre poreux percé avant de se retrouver dans la zone cryogénée

contenant 'adsorbant solide.

Nous avons décidé de modifié la trappe cryogénique afin d’'obtenir la
configuration présentée a la figure 17. La rondelle de chauffage (section 5.5.5)
n'était pas séparée physiquement de la zone cryogénée. Ainsi, il existe une zone
de compétition intermédiaire. Afin de chauffer le restricteur convenablement, il est
nécessaire de chauffer la rondelle de quelques dizaines de degrés
supplémentaires. Puisque la zone autour du restricteur est chauffée davantage,

il est important de vaporiser les analytes directement sur I'adsorbant cryogéné.

Restricteur

A i/“xBoulon d'entrée

Figure 17: Schéma de la trappe cryogénique modifiée
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La modification de la trappe consistait & percer davantage le filtre poreux
afin d'y prolonger le restricteur. Ce changement permettait de vaporiser les
analytes dissous dans le FS directement dans la zone cryogénée. Par contre, une
trop grande prolongation du restricteur éloignait ce dernier de la zone chauffante.
Puisque le chauffage de I'extrémité du restricteur est assuré par la conductivité
thermique du tube en acier servant de restricteur, il fallait augmenter davantage
la température de la rondelle, ce qui pouvait conduire a une décomposition des

composeés.

5.6.5 Extraction aprés modification de la trappe cryogénique

La derniére modification de la trappe (Figure 17) avait pour but d’améliorer
la vaporisation des analytes dans la trappe, donc sur I'adsorbant (laine de verre).
Ainsi. un volume connu (250 pL) d’'une solution mére comprenant les composes
allélopathiques sélectionnés dissous dans Iacétonitrile, a été ajouté a la cartouche
d'extraction. L’'acétonitrile servait aussi de modifiant. Nous avons effectué une
extraction sans laine de verre dans la trappe cryogénique selon les conditions

suivantes:

Pression en téte de la cartouche d’extraction: 4000 psi
Température de la cartouche d'extraction: 50°C
Température du restricteur: 120°C

Durée de I'extraction: 60 minutes
Les résultats sont montrés dans le Tableau XI.

Nous avions des recouvrements moyens de 50%. Le Tableau XI, montrent
des recouvrement totals d'environ 86%. Nous pouvons prétendre une
augmentation des taux de recouvrements de 70% environ, depuis la modification
de la trappe cryogénique. 1y avait des pertes a I'entrée de cette derniére dues

a un mauvais transfert des analytes extraits dans la trappe cryogénée.



Tableau XlI: Extraction de composés allélopathiques avec la nouvelle

configuration de la trappe cryogénée et sans laine de verre

Recouvrement
moyen (%) (n=2)

Composée Trappe Trappe

_— cryogénique barbotat
Ac. p-hydroxy-benzoique 47 39
' Ac Férulique 53 40 g
Ac. Vanillique 50 43 g
Ac. p-coumarique 48 38 a
Umbelliférone 50 39 .
Caféine 47 23
Ac. Cinnamique 64 20

80

Afin de vérifier I'efficacité de la laine de verre avec la nouvelle configuration

de la trappe, nous avons effectué une extraction dans les mémes conditions

hormis I'ajout de la laine de verre dans la trappe cryogénique. Les résultats de

I'extraction sont présentés dans le Tableau Xil. Nous pouvons constater que la

laine de verre trappe bien les composés et le volume de modifiant utilisé (250 pL)

ne semble pas trop entrainer les composés.

Puisque l'eau contenue dans la terre semblait retenir davantage les

composés (section 5.5.1), les prochains essais ont été effectués sur de la terre

séchée (100°C pendant 12 heures). Ce traitement permet aussi de rendre la terre

plus homogéne.
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Tableau XiI: Extraction de composés allélopathiques avec la nouvelle

configuration de la trappe cryogénée et avec la laine de verre

Recouvrement ]
moyen (%) (n=2)
Composé Trappe Trappe
cryogénique (barbotatz
: Ac. p-hydroxy-benzoique 76 1
Ac Férulique 81 0
Ac. Vanillique 81 1
Ac. p-coumarique 74 0
Umbelliférone 101 0
Caféine 80 0
Ac. Cinnamique 86 2 R

5.6.6 Extraction de composés allélopathiques sur de la terre séchée

La terre séchée ne contient pas d’agglomérats provoqués par une grande
quantité d'eau. L’échantillon est donc plus homogéne et permet une meilleure
reproductibilité. Quelques extractions ont été effectuées sur un gramme de terre

séchée et dans les mémes conditions d’extraction, soient:

Pression en téte de la cartouche d’extraction: 4000 psi
Température de la cartouche d’extraction: 90°C
Température du restricteur: 140°C

Durée de I'extraction: 60 minutes

Nous avons choisi le méthanol comme modifiant, puisque c'est un solvant
organique trés polaire. Le volume de modifiant (méthanol) ajouté s’additionne au

250 pL dune solution mére de composés allélopathiques (dissous dans
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I'acétonitrile). Ainsi, le modifiant était déposé dans la cartouche d’extraction avec

la terre. Les résultats sont présentés au Tableau XIll.

Tableau Xlil: Recouvrement des composés allélopathiques versus la quantité

de modifiant (méthanol)

Recouvrement (%) (n=2) B
Composé 200 pL 400 pL 600 uL
trappe | trappe | trappe | trappe | trappe | trappe
. Cryo. (barb.) | cryo. (barb.) | cryo. (barb.)
AL PRy 4 10 4 15 5 32
benzoique 1
Ac Férulique B 10 6 14 5 25
 Ac. Vanillique 5 12 6 20 7 36
Ac. p-c