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RESUME

Le laboratoire de Géochimie de I'UMR Geéosciences Rennes est équipée d'une
électrophorése capillaire, appareil utilisé classiquement pour la séparation, l'identification et
le dosage des molécules organiques. Nous souhaitons élargir cette méthode analytique a la
séparation et au dosage des anions et des cations majeurs en solution dans les eaux douces
naturelles. Les anions et les cations testés sont CI, SO4%, NOs, K*, Na', Ca®*, Mg?*, NH,4™.

L'ensemble des tests et résultats présentés dans ce mémoire démontre que les
électrophoreses capillaires sont des instruments adaptés a ce type de dosage, pour peu que les
espéces Visées soient présentes a des niveaux de concentrations suffisasmment élevées dans les
échantillons analyseés.

Analyse des anions minéraux. Pour des concentrations que |’ on trouve habituellement dans les
eaux douces naturelles, la répétabilité obtenue est inférieure a 5%. A titre de comparaison, les
résultats publiés dans la littérature pour la technique par éléctrophorése capillaire font état de
répétabilités comprises entre 3 et 3.5 %. Les limites de détection et de quantification que nous
calculons sont identiques voire inférieures a celles rapportées dans la littérature pour les
électrophoreses capillaires. Elles sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues pour les
chromatographies ioniques. Cependant, on doit noter que I’erreur sur la mesure augmente
considérablement lorsque la quantité a doser s approche de la limite de quantification, faisant
des éectrophoreses capillaires des instruments peu adaptées a la mesure des basses
concentrations (<5 ppm). Concernant la justesse, les tests effectués sur le standard CRM 617
ont donné des résultats satisfaisants, les concentrations mesurées étant identiques, aux erreurs
analytiques pres, a celles données par e constructeur.

Analyse des cations minéraux. |l est classiquement reconnu que |’analyse des cations
minéraux par éléctrophorése capillaire est plus délicate que celles des anions. Les tests de
répétabilité présentés dans ce travail confirme ce fait, les écarts types caculés sur les
moyennes des répétitions effectuées étant plus éeves pour les cations (3 a 6%) que pour les
anions (1 a 2%). En outre, lestests de justesse effectués sur le standard standard CRM 617
sont moins bons que pour les anions. Seuls le cacium et le magnésium ont livré des
concentrations mesurées identiques, aux erreurs pres, aux valeurs certifiées du standard. Pour
le potassium et le sodium, les concentrations mesurées se sont avérées étre plus faibles que les
valeurs données par le constructeur - de 10 et 5.8%, respectivement — sans gqu'il soit possible
d'expliquer la raison de ces écarts. Deux cations (magnésium et potassium) ont livré des
limites de quantification particuliérement basses: <0.5 mg.L ™.
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CHAPITRE |

Objectifsde |’ éude et
démar che méthodologique



Les programmes de recherche conduits dans I'UMR Géosciences Rennes sinscrivent dans
le cadre de la modélisation du "Cycle Continental de I'Eau” et des "Interactions Eau/Sol",
avec trois axes de recherche principaux: (1) les mécanismes d'acquisition de la composition
chimiqgue des eaux en relation avec le fonctionnement biogéohydrodynamique des
hydrosystemes et les processus pédogénétiques et d'altération; (2) les propriétés de transport
et de stockage des milieux géologiques; (3) I'évolution de la qualité des eaux en réponse aux
contraintes d'origine anthropique. Dans ce contexte, nous nous intéressons aux anions
minéraux (chlorures, sulfates, nitrates) et aux cations majeurs (calcium, sodium, magnésium,
potassium, amonium), ces anions et cations étant utilisés soit comme des traceurs de l'origine
de l'eau et des mélanges entre eaux d'origine différente, soit comme des indicateurs de
I'existence de réactions chimiques au sein des aquifers étudiés (réactions redox, notamment).

L’ éectrophorése capillaire est une technique séparative permettant I’analyse des ions
minéraux et organigues en solution dans les eaux naturelles. Cette technique se caractérise par
(1) un grand pouvoir de séparation, (2) une relativement bonne sensibilité, et (3) la possibilité
de quantifier auss bien les petites molécules inorganiques que les biomolécules.
L’ éectrophorése capillaire permet également de déterminer I’ abondance de plusieurs ions ou
molécules simultanément. De plus, le prix d’'achat relativement faible des éectrophoreses
capillaires ains que le faible colt des analyses plaident en faveur de I'utilisation de cette
technique.

L'utilisation des électrophoreses capillaires pour le dosage des anions et des cations
inorganiques est d'un développement récent qui demande a étre validé. A I'heure actuelle,
cette méthode ne fait pas I'objet d'une norme AFNOR. Le protocole de validation que nous
présentons dans ce mémoire comprend deux étapes:

1) Dans un premier temps, nous validons le dosage des cing cations et des trois anions
inorganiques précités par la technique de I'éectrophorese capillaire. Les tests
présentés ont pour objectif de démontrer que cette méthode fournit des résultats
justes, comparables a ceux obtenus par le biais de méthodes éprouvées, comme la
colorimétrie (anions et cations), la chromatographie ionique, I''CP-AES, I'ICP-MS,
entre autres.

2) Dans un deuxieme temps, nous tentons d'établir une séquence type d’'anayse pour
une utilisation en routine de I'éectrophorese capillaire sur des échantillons d’ eaux
douces naturelles. Des tests permettent de déterminer les avantages et les
inconvénients des différentes procédures d’ analyses possibles. Nous justifions notre
choix d'utiliser telle ou telle séquence analytique par des criteres de validation tels
gue la justesse des résultats, leur répétabilité, etc... La séquence analytique doit étre
le reflet d'un compromis entre I'optimisation de la procédure et les différents
parametres externes comme la durée des analyses.



La présentation des résultats issus de ce protocole de vaidation est précédée d'un rappel
des principes physico-chimiques sur lesguels sont basées les méthodes électrophorétiques
ains que d'un rappel des ééments mathématiques et statistiques nécessaires a la validation
des méthodes de dosage.



CHAPITRE |1

Présentation de |'appareillage
et mise en cauvre delatechnique
par électrophorese capillaire
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1. Rappels sur [I'électrophoréese de zone, précurseur de
I’ é ectrophor ése capillaire

L’ électrophorése capillaire correspond a une évolution de I'éectrophorese de zone
(microélectrophorese), technique d’ exécution semi-manuelle qui avu le jour il y a pres de 50
ans et qui est encore largement utilisée dans le domaine de la bioanalytique. Le principe
repose sur la migration différentielle des espéces porteuses de charges, en solution dans un
liguide au contact d’un support approprié, sous |'effet d’'un champ électrique. A titre
d'exemple, une bandelette constituée d un film plastique recouvert d’ une substance poreuse
(appelé gel) imprégnée d' un éectrolyte peut étre utilisée. Dans ce cas, les extrémités de la
bandelette plongent dans deux réservoirs indépendants reliés par des éectrodes a un
générateur de tension stabilisée et continue.

L’échantillon, déposé sous forme d'un petit trait transversal sur la bandelette
éventuellement refroidie et emprisonnée entre deux plagues de verre, est soumis a une
différence de potentiel élevée, de 500V ou plus lorsgu’il s agit de petites molécules. Sous
I’ effet de divers phénomenes électrochimiques agissant conjointement, les espéces présentes
migrent en un temps variable (quelques minutes a plus d une heure) vers I’une ou |’ autre des
extrémités de la bandelette. Les molécules, micelles, ou particules porteuses de charges se
déplacent en généra vers le pdle de signe opposé a leur propre charge, avec des vitesses
différentes. Les espéces neutres ne se séparent pas entre elles, a moins qu’ elles ne s associent
avec les ions de I’ électrolyte ou a un modificateur spécialement introduit pour provoguer des
différences de vitesses d entrainement. Ces migrations sont fonction d’un grand nombre de
paramétres. Dans la pratique, on caractérise chague composé par son temps de rétention R, a
I’image de la chromatographie sur couche mince (CCM), mais par suite de |I’absence d’'un
front de solvant mesurable, on caractérise le plus souvent un composé par son temps de
migration Tp,.

La détection des composeés est facile S'ils présentent une absorption dans I’UV/visible.
Sinon, aprés avoir séché la bandelette, on procede par dérivation au moyen de réactifs
spécifiques. Pour cela, on fixe (par réaction chimique) un chromophore sur la molécule a
détecter larendant ains détectable par UV/visible. L’ utilisation d’un densimétre pour évaluer
I"intensité des bandes aprés révélation conduit a I'éectrophorégramme, porteur
d’informations quantitatives, dont le tracé est un diagramme semblable a un
chromatogramme.

L’ électrophorese de zone est surtout utilisée pour des applications biologiques,
notamment pour la séparation des peptides et le dosage des différentes fractions des protéines
du sérum sanguin. Cette " CCM pour biochimistes' est particulierement utile pour la
separation des especes colloidales.
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2. Schéma de principe et mise en cavre de la technique par
électrophor ése capillaire

2.1. Généralités

Dans cette technique, la bandelette de I’ électrophorése de zone est remplacée par un
capillaire de silice de 15 a 100 nm diameétre, d’ une longueur L variant entre 0.1 et 1 m et
rempli d’ une solution tampon. Les extrémités plongent dans deux réservoirs d’ électrolyte en
phase d’' analyse (Fig. 1).

L’intérét de cette méthodologie réside dans le fait qu’en utilisant un capillaire de silice
de faible diamétre (75 mm en général) on peut utiliser des tensions plus importantes que dans
le cas de la technique sur bandelettes pour la séparation (différence de potentiel pouvant
atteindre 30 kV). L’intensité ne dépasse pas 100 mA, (soit une puissance dissipée d'un
maximum de 3 W). Afin de limiter |’ échauffement du capillaire celui-ci doit néanmoins étre
placé dans une enceinte thermostatée.

L’ électrolyte est une solution aqueuse ionique, filtrée, dégazée, et contenant divers
additifs. L’ injection de |’ échantillon dans le capillaire peut se faire selon deux modes :

1) Le mode hydrodynamique qui permet, par une dépression de quelques secondes,
d aspirer quelques nanolitres d’ échantillon dans le capillaire.

2) Le mode éectrocinétique qui consiste a introduire |’ échantillon par migration des
especes sous |’ effet d’une différence de potentiel. Ce mode d'injection n’est pas (ou
peu) utilisé en analyse quantitative car la fraction injectée n’ est pas représentative de
I”échantillon. En effet, la quantité de chaque espéece ayant migré dans le capillaire
dépend de la mobilité éectrophorétique respective de ces especes.

Un générateur maintient une tension ou un courant constant durant I’analyse. Un
détecteur pouvant étre de différents types (UV/visible, fluorescence, conductivité,
spectrometre de masse...) est placé un peu avant I’ extrémité aval du capillaire. En mode de
détection UV /visible (le plus utilisé) le capillaire coupe le trgjet optique alant d’une source a
un photomultiplicateur, ce qui permet de mesurer |’ absorbance de la solution. On élimine
ains tout volume mort. Ce systeme peut étre utilise en mode "détection inverse’ en
introduisant dans le tampon un chromophore. Cette introduction conduit al'apparition d'un pic
négatif lors du passage des ions devant le détecteur.



::'Capiliaire
{placé dans un
four thermostaté)

Electrode
de platine

Générateur
| de champ
MY —— . haute tension g .

i | F’ompe
Echantilion péristaltique
aprés
prélévement

Electrobyte
Electrolyte

Rézserve

d'électrolyte | "Boubelle"

Fig. 1: Schéma de principe d’un montage d’ é ectrophorese capillaire
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Le tracé de la réponse en fonction du temps est appel é électrophorégramme, chaque pic
correspondant a une ou plusieurs especes, s certains ions ont les mémes temps de migration.

3571 Ca
3.734 Mg

30

3.152 Na

25 |

Absorbance

20

15 L

2.342 NH4
2.546 K

10 L

05 | A

0.0

| | | | |
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

Temps (minutes)

Fig.2: Exemple d électrophorégramme
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On interpréte cet électrophorégramme soit de fagon qualitative pour mettre en évidence la
présence d'une espece ionique, soit de facon quantitative puisque le rapport Aire du pic/Temps
de migration est directement proportionnel ala concentration (voir Chapitre 1V).

Les particules en suspension dans un liquide, de méme que les molécules solvatées,
peuvent porter une charge éectrique dont la grandeur et le signe dépendent de la nature du
milieu et en particulier de son pH. Cette charge provient de la fixation, a leur surface, d’'ions
contenus dans le milieu tampon. Pour des ions de tailles comparables, les vitesses de
migration sont plus grandes S'ils sont porteurs de charges plus importantes, la séparation étant
fonction du rapport masse/charge de I’ion. Pour chaque ion, la vitesse limite de migration
résulte de I’ équilibre entre la force électrique F qui S exerce dans le champs E sur la particule
decharge q, (F = qE), et les forces de frottements qui découlent de la viscosité h du milieu.

En éectrophorése, on observe que les constituants d’'un mélange se séparent dans le
temps par effet de deux facteurs principaux appelés mobilité éectrophorétique et flux ou
écoulement éectro-osmotique, qui sont définissables pour les ions, les molécules, les
particules ou les micelles.

2.2. Mobilité électrophor éique

La mobilité (ou migration) éectrophorétique na, correspond au déplacement des
mol écules chargées, dans un éectrolyte supposé immobile, vers I’ électrode de signe opposé.
macorrespond au quotient de la vitesse ve del’ion, par la valeur du champ électrique E :

= E = VE.L
E \

L représente lalongueur du capillaire et \V 1a ddp appliquée a ses extrémités. na(cmz. V2.
s!) sobtient & partir d’'une mesure faite dans certaines conditions au départ d un
électrophorégramme. On affecte a la mobilité ma le signe (+) ou ¢) selon la nature de la
charge. Lamobilité ng est nulle pour une espece globaement sans charge.

2.3. Flux éectro-osmotique
Le second paramétre qui controle le mouvement des solutés est appelé flux éectro-
osmotique, caractérise par Na,s, appelé encore mobilité électro-osmotique. Il est di a

I” écoulement de I’ électrolyte qui apparait aussi bien en éectrophorese sur bande par effet du
support, qu’en éectrophorese capillaire par effet de la paroi interne du capillaire. La paroi de
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silice est en effet tapissé de groupement silanols qui se déprotonnent si le pH est supérieur a2
pour former une couche polyanionique de type S-O".

Cas ou les espéces a analyser sont chargées positivement: (Fig.3)

Les cations présents dans la solution tampon vont se fixer sur les groupements silanols
chargés négativement pour former une couche fixe chargée positivement.

| | | |
Si Si Si Si v,
I |
Lit fixe ©) @) ®
+ Cigi?{wail]eem - @

Anode  Litmobile @ @ @ @ Cathode

Flux éectro-osmotigue———»

Détecteur

capillaire

Fig. 3: Représentation du flux éectro-osmotique (pour un cation) dans un capillaire.

Des qu'un champ éectrique est appliqué les cations (solvatés) de la solution vont migrer
vers la cathode entrainant avec eux le tamponcréant ains le flux éectro-osmotique (cela
revient a considérer le tampon comme la sphere de solvatation des cations) Ce déplacement
de I’ électrolyte produit par la charge des ions et le potentiel appliqué, peut ére contrélé en
modifiant latension, le pH, ou en introduisant des additifs.

Cas ou les espéces a anayser sont chargées négativement :

Le dispositif présenté dans la figure 3 ne peut s appliquer a la séparation des anions
(ceux-ci éant attirés vers |I’anode), sauf dans le cas d'un flux electrosmotique trés supérieur a
la vitesse propre de I'anion. En régle générale, on procede donc a I'ajout d’une amine
guaternaire dans le tampon et on inverse la polarité, le détecteur étant fixe. L'amine
quaternaire crée une couche fixe chargée positivement sur la paroi du capillaire. Sous I effet
d' une différence de potentiel les anions solvatés vont alors se déplacer de la @thode vers
I'anode (Fig. 4).
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Flux électro-osmotique —>

Fig. 4 Représentation du flux électro-osmotique inversé (pour un anion) dans un
capillaire par I'gjout d un amine quaternaire dans le tampon. La charge négative du
groupe SFO™ dttire la charge positive de I’amine quaternaire et I'association des
partie hydrophobes de I’ amine change la polarité de la paroi du capillaire

On définit ngys par une relation calquée sur celle de la mobilité électrophorétique, Veos
représentant la vitesse éectro-osmotique des mol écules neutres de la phase mobile:

Nebs =

=INeos—

Pour calculer ng,s on doit déterminer Vveos Celle-ci est obtenue a partir du temps de
parcours que met un marqueur neutre pour parcourir la distance effective L du capillaire. On

choisit une molécule organique, non polaire au pH de I'éectrolyte utilisé et facilement
détectable par absorption dans le proche UV, par exemple.

2.4. Mobilité apparente

Le flux éectro-osmotique, responsable d’'une circulation de la phase mobile vers le
détecteur est dorc a prendre en compte pour évaluer la vitesse globale de migration (ou
vitesse apparente) des molécules chargées. On observe, en effet, que chague ion a une vitesse
apparente Vg facilement mesurable a partir de laquelle on définit une mobilité
électrophoretique apparente nay, telle que Vapp = MaE avec :
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Vapp = Veos + Ve it MNp= Nas+ M

En désignant par | la longueur effective du capillaire entre les points d’injection et de
détection, et par V la ddp totale appliquée, le temps de migration t, est donné par I'équation:
LZ
Mabpv

tm=

. . R : L I
expression gque |’ on retrouve aisément a partir de : nayp = Vappv et de Vapp = =

m

En langage imageé, on peut rapprocher la migration des espéces dans le capillaire a une
course de natation dans une riviere dont le courant est la transposition du flux éectro-
osmotique. Si les nageurs vont dans le sens du courant, ils mettront moins de temps et leurs
arrivées seront moins différenciées que s'ils font le parcours de I’aval vers I’amont. Dans ce
dernier cas, s le courant est moins rapide que leurs vitesses propres, ils mettront plus de
temps, mais leur arrivée sera mieux différenciée.

2.5. Performances del’ électrophorese capillaire

L’ éectrophorese capillaire est comparable a la chromatographie liquide quant aux
performances. La sensibilité est tres grande. La quantité requise d échantillon est trés faible et
la consommation de réactif ou de solvant est négligeable. La mise au point d’ une séparation
revient a trouver un milieu tampon adapté aux espéces ioniques a séparer. Pour optimiser le
tampon, il faut que la vitesse du flux éectro-osmotique soit proche de celle de I'ion analysé
afin d' éviter des distorsions de pics dus a des phénomenes d’ électro-dispersion. Si on anayse
plusieurs ions simultanément, un compromis doit étre trouvé pour que tous les pics soient les
plus fins et les plus symétriques possibles.

Les électrophorégrammes permettent d éablir, comme en chromatographie, les
parametres de séparation (facteurs de capacité, sélectivités, résolutions). L’ efficacité théorique
N, qui peut atteindre 10° plateaux au métre, d' une colonne de longueur totale L et de longueur
effective |, peut étre calculée a partir des expressions suivantes, D représentant le coefficient
de diffusion du soluté:

2
| (oubien N =22y 1)
2Dt 2D ' L

Cette bonne résolution est due au profil d’'élution plat créé par le flux électro-osmotique,
comparé a un flux laminaire pour lequel b vitesse au centre du capillaire est différente de
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celle proche des parois du tube (Fig. 5). Les espéces sont donc éluées par bandes étroites
permettant d’ obtenir des pics fins.

Flux électro-osmotique (électrophorése capillaire)

— )

Flux pompé (chromatographie liquide)

|:>>

Fig. 5: Comparaison entre le profile d un flux électro-osmotique et celui d' un flux pompé.

La relation ci-dessus montre que I'efficacité croit avec la différence de potentiel
appliquée V. Cependart, il faut tenir compte de I'effet Joule (chaleur produite qu’il faut
pouvoir dissiper), effet qui peut entrainer des distorsions de pic ains gu’une variation de la
viscosité du tampon. Il convient donc de trouver un compromis entre une tension élevée et
une minimisation de |’ effet Joule.

On note également que les macromolécules, dont les facteurs de diffusion sont

normalement plus faibles que ceux des petites molécules, conduisent a de meilleures
séparations.
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CHAPITRE |11

Rappe sur les élements de validation

des méthodes d'analyse quantitative

(Limite de détection, limite de quantification, justesse, reproductibilité)



Toute méthode de dosage ou de mesure est classiquement caractérisée (et validée) al'aide
d'une série de criteres ou de grandeurs regroupant la spécificité la linéarité I’ exactitude, la
fidélite la sensibilité le seuil de détection, le seuil de quantification, et la robustesse
(Tableau 1).

Niveau Critere

Identification Spécificité

Spécificité
Essai (teneur en impureté) Seuil de détection ou seuil de
guantification

Spécificité

Linéarité

Justesse

Fidélité:

- répétabilité

- reproductibilité
Seuil de quantification
(Robustesse)

Dosage (teneur ou activité)

Tableau 1: Criteres de vaidation d’ une méthode analytique

1. La specificité

La spécificité d'une procédure analytique est sa capacité a permettre l'identification et le
dosage univoque de la substance a analyser, en présence des composés susceptibles de
['accompagner. Ces composes contiennent typiquement les impuretés, les produits de
dégradation, la matrice, etc... Le manque de spécificité d'une méthode donnée peut étre
compense par le recours & une ou plusieurs autres méthodes complémentaires.

Dans le cas d’'anayses des eaux naturelles |’ étude de la spécificité consiste a garantir
I"identité de la substance a analyser a |’ aide d’ une solution étalon et a confirmer les résultats
par d’ autres méthodes. Des effets de matrices peuvent venir brouiller le signal entrainant soit
une surestimation de la concentration de |’ échantillon soit une sous estimation si le signal est
partiellement masqué La méthodes des gjouts dosés permet de remédier a ces effets.
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2. Lalinéarité

La linéarité d'une procédure d'analyse est sa capacité (a l'intérieur d'un certain intervalle
de variation) a fournir des réponses directement proportionnelles a la concentration (quantit€)
de la substance dosee. La linéarité doit étre étudiée sur tout l'intervalle de mesure de la
procédure analytique considérée. En regle générale, la linéarité d'une procédure est établie en
appliquant la méthode testée a des séries d'échantillons préparées a partir d’ une solution mére.

Pour évaluer la linéarité, il convient d'établir un graphique des réponses obtenues en
fonction de la concentration, et de procéder a un examen visuel de ce graphique. Si larelation
est linéaire, il faut alors analyser les résultats par des méthodes statistiques appropriées, par
exemple en calculant la droite de régresson par la méthode des moindres carrés. Le
coefficient de corrélation, I’ordonnée a I’origine, la pente de la droite de régression sont
autant d’ expressions mathématiques permettant d évaluer la linéarité des relations obtenues
expérimentalement. Pour établir la linéarité, il est recommandé d'utiliser au minimum 5
niveaux différents de concentration.

3. Lajustesse

La justesse est définie par I'éroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue la
valeur de référence considérée comme la valeur vraie (AFNOR 1999). La justesse ne doit pas
étre confondue avec |'exactitude qui mesure le décalage total entre le résultat et la vaeur
vraie, intégrant a lafois les erreurs aléatoires et systématiques ( AFNOR 1999).

4.Lafidélite

Lafidélité est un terme généra sappliquant a la variabilité entre des essais répétés. Elle
exprime I'étroitesse de I'accord (degré de dispersion) entre une série de mesures provenant de
multiples prises d'un méme échantillon homogéne dans des conditions définies. Elle fournit
une indication sur les erreurs dues au hasard. La fidéité sexprime par la mesure de la
reproductibilité et de la répétabilité Ces deux mesures extrémes de la variabilité sont
suffisantes pour convenir ala plupart des cas courants.

En régle générde, les dosages effectués sur des produits identiques, dans des
circonstances présumees également identiques, ne conduisent pas a des résultats strictement
identiques. Cela est di a I'existence d'erreurs a caractére aléatoire, inhérentes a toute méthode
d'essai. Les facteurs susceptibles dinfluer sur le résultat d'un dosage ne peuvent pas, en effet,
étre tous contrdlés. En pratique, il est donc nécessaire de tenir compte de cette variabilité. De
nombreux facteurs (en dehors des erreurs de type systématique) peuvent contribuer a la
variabilité d'une méthode d'essai, comprenant :



a) l'opérateur ;

b) I'équipement utilisé ;

c) I'éalonnage de I'équipement ;

d) I'environnement (température, humidité, pollution de I'air, etc...) ;
e) letemps;

f) lesreéactifs.

Cette variabilité est plus grande lorsque les dosages a comparer ont été effectués par des
opérateurs différents et/ou avec des instruments différents, que lorsgu'ils ont été obtenus par le
méme opérateur utilisant le méme équipement.

La répétabilité se rapporte a des essais de la méme grandeur effectués dans des
conditions auss stables que possible et a de courts intervales de temps, dans un méme
laboratoire, par un méme opérateur employant le méme équipement, tandis que la
reproductibilité a trait a des essais effectués dans des conditions fortement variables, a des
jours différents, dans différents laboratoires, avec des opérateurs différents et un équipement
différent.

Dans le cas de la répétabilité, les facteurs @), b) et f) énumeérés plus haut sont considérés
comme constants et ne contribuent pas a la variabilité, tandis que, dans celui de la
reproductibilité, ces facteurs varient et contribuent a la variabilité des résultats d'essai. La
répétabilité et la reproductibilité sont donc deux extrémes, la premiere mesurant la variabilité
minimal e des résultats et la seconde leur variabilité maximale.

Cacul de larépétabilité:

Dans les résultats que nous présentons plus loin, la répétabilité est définie comme étant
égale al'écart type exprimé en % calculé sur lamoyenne ( x ) de 10 analyses indépendantes
d’un méme échantillon soit:

100

Répétabilité=>" =2
1 x

5. Lalimite de détection

Selon la note explicative CEE 111/844/87-FR, la limite de détection (LD) est définie
comme "la plus petite quantité d'une substance & examiner dans un échantillon pouvant étre
détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte. Le seuil de détection est
généralement un parametre des essais limites." Le seuil de détection est exprimé soit en
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concentration, soit en quantité, et exprime la plus petite quantité x qui puisse étre détectée
avec une certitude suffisante pour une procédure d'analyse donnée.

Mathématiquement, la limite de détection LD est égde a la vaeur dinformation
moyenne du blanc Ypane, additionnée de kq fois I’ écart type Spianc Obtenu a partir d’ une série
de n résultats ( kg étant fonction des risgues de 1%° et 2°™ espece a et b).

L.D :Vblanc + kd Sblanc
aveC ki=(t1-a+ti- b2
Considérant les coefficientsts-, €t t1.p (risques unilatéraux) comme identiques, on a :
kd = 2’\/51:1 - a

avec t1.a = to.95 (selon latable de laloi de Student, test unilatéral, P=95% et n = n-1).

On notera que dans les résulats présentés plus loin, les limites de détection ont été
calculées en prenant n = 10.

6. Lalimite de quantification
Par définition, la limite de quantification (LQ) est la plus petite quantité d'une substance a

analyser pouvant étre dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une fidédlité et
une exactitude définies.

Lalimite de quantification est calculée comme suit :

LQ = Vblanc +10Sbianc

7. Larobustesse

La robustesse d' une procédure d analyse est sa capacité a rendre des résultats exacts en
présence de faibles changements de conditions expérimentales susceptibles de ce produire
dans I’ utilisation de cette procédure.

L’ étude de la robustesse permet de définir les variations admissibles de chacun des
paramétres opératoires critiques qui sont sans effet sur la validité des résultats fournis, ces
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parametres étant étudiés indépendamment les uns des autres ou regroupés. La robustesse n'’ est
pas considérée comme un critere de validation obligatoire. Cependant, ce critére est de plus en
plus présent dans la validation d’une méthode. Cela est spécialement vrai aux Etats-Unis ou
les |aboratoires |a demande.

En régle générale, on entend par faible changement des conditions expérimentales tout
écart d’'un paramétre opératoire par rapport a sa valeur nominae telle que définie dans la
méthode d’'analyse. Dans le cas des analyses par éectrophorese capillaire les paramétres
opératoires peuvent étre trés variés. pH du tampon, " vieillissement " du tampon, de lalampe
et du capillaire, température, composition de la matrice, €etc...

Les seuls parametres opératoires a considérer sont les parametres quantifiables dont
I’écart par rapport a la valeur nominale est susceptible d’influer sur le résultat final. La
complexité de la procédure d’ analyse augmente généralement le nombre de ces paramétres.

Pour évaluer la robustesse d'une procédure d analyse, on applique celle-ci sur un
échantillon homogéene en faisant varier les paramétres retenus. S on utilise la technique
classique consistant a faire varier chacun des parametres, tout en maintenant les autres
constants, I’ opération est rapidement irréalisable en raison du nombre des essais a effectuer. |
faut utiliser la technique dite des plans factoriels, qui fait varier plusieurs parametres en
méme temps. Ce procédé permet de diminuer de fagcon importante le nombre des essais.
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CHAPITRE IV

Application au dosage
des anions et des cationsinorganiques

(ClI', 0,4, N0y, K*, Na", Ca®*, Mg®, NH,")
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1. Appareillage et conditions opératoir es

L’ensemble du dispositif qui a éé validé dans ce travail se compose du systeme
d' éectrophorése capillaire spectraPHORESIS 2000° de Thermo Separation Product (TSP)°
piloté par un micro ordinateur équipé d’ un logiciel PC1000° qui permet |’ acquisition et le
traitement des donneées.

L’ élaboration des étalons pour | établissement des gammes de calibration est effectue a
l'aide de solutions MERK® & 1000 mg.L™* (NH4CI, KNOs, NaNOs, Ca(NOs),, Mg(NOs)s,
NaCl, Na&S04, NaNOg), gjustées aux concentrations désirées par ajout d'eau déminéralisée
(conductivité < 18 MW.mY). Ces dilutions sont au nombre de 5. Le dosage des anions et
cations se fait en présence d un éectrolyte qui permet d optimiser leur séparation. Trois
critéres principaux sont pris en compte: le mode d absorbance, le rapport de mobilité entre
électrolyte et lesions a doser, et le pH.

L’ éectrolyte nécessaire a la détermination des anions minéraux est préparé a partir d'un
mélange comprenant du dichromate de potassium (Aldrich) a 5 mMol.L! et de
I'hexaméthonium hydroxide & 0.5 mMol.L%, ce dernier étant obtenu par passage sur resine
échangeuse d’ anion d’ hexaméthonium bromide (AldricH’), auquel on ajoute une solution de
triéthanolamine & la concentration de 1.5 mMol.L't. Comme dans le cas des étalons, les
dilutions se font par gjout d'eau déminéralisée (conductivité < 18 MW.m?). Le pH de la
solution est gusté a 8 avec une solution de soude concentrée. Cet électrolyte est filtré a
0.2 mm.

L’ éectrolyte nécessaire ala détermination des cations majeurs se compose d’ une solution
de "méthol" ( 4- methylaminophenol sulfate 99%, AIdrich) a5 mMol.L? auquel on gjoute de
I"acide ascorbique (L-ascorbic acid 99%, AIdrichO) a1 mMol.L'! et du 18-crown-6-ether
(Fluckao) a 2 mMol.L'. Cet édectrolyte est filtré & 0.2 nm. L'ensemble des conditions
opératoires réalisées lors de cette étude est résumeé dans le tableau 2.

Parametres Anions Cations
Température 25 20
Voltage (kV) 16 15
Electrolyte K2Cr,Oy, Métol
Injection hydrostatique, durée 3s 4s
Capillaire en silice fondu Diametre=75nm | Diameire = 75 mm

L=44cm L=44cm
Détection UV Inverse Inverse
Longueur d’ onde 254 nm 204 nm
Polarité négative Positive

Tableau 2: Conditions opératoires de |’ él ectrophorése capillaire pour
la détermination des anions minéraux et des cations majeurs.
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2. Traitement des données et effet des parametres specifiques a
|'électr ophor ése capillaire sur

L'acquisition et le traitement des données sont réalisées avec le logiciel PC1000° de
TSPP. Ce logiciel comporte trois méthodes: une méthode d'acquisition, une méthode de calcul
pour le traitement des données et une méthode de définition du format des rapports. La
méthode d'acquisition permet d'entrer les paramétres définis dans le mode opératoire décrit
dans le tableau 2 (tension, temps d'injection, longueur d'onde de détection....).

2.1. Traitement desdonnées

L'aire sous pic (proportionnelle a la concentration de I'anion ou du cation dosé) peut-étre
intégrée soit de fagcon automatique par le logiciel soit manuellement. Dans ce dernier cas, c'est
I'opérateur qui fixe les limites de part et dautre du pic. Pour des raisons d'homogénéité
dintégration et afin d'éviter les biais liés a la subjectivité de |'opérateur, il nous est apparu
préférable dutiliser Il'intégration automatique. Pour ce faire, nous devons définir trois
parameétres.

Les temps de migration propres aux différents anions et cations analysés. Ces temps de
migration peuvent étre définis soit comme des valeurs absolues, soit par rapport a un pic de
référence. Dans le premier cas, le logiciel prendra en considération le pic le plus large trouvé
dans une fenétre de reconnaissance Tm £ 10% (T, étant le temps de migration de l'ion
analysé). Lorsgue les temps de migration varient |égérement au cours d'une séquence
analytique, il est préférable dutiliser la méthode du pic de référence en prenant comme
référence le pic le moins affecté par la variation.

Le "Bunching factor" ou facteur de tranches. Le nombre de "tranches' optimal pour
caractériser un pic dans PC1000° est de 50 & 60. Si le logiciel collecte les données & partir
d'un détecteur 20 Hz (20 points par seconde) et que le pic a une largeur a la base de 10
secondes, on aura 200 points d'acquisition pour ce pic. Pour regrouper ces 200 points en 50
tranches, on devra alors affecter au "bunching factor" la valeur 4 (200/4=50). En fait, la
plupart du temps les pics sont trés étroits et le bunching factor est fixé a 1.

Le "Peak threshold" ou seuil dintégration. Ce seuil est utilisé pour déterminer le
minimum de pente représentant le début ou la fin d'un pic. La pente est calculée par le
changement de niveau du signal entre deux tranches ou deux points d'acquisition successifs.
Ce seuil doit étre optimisé de maniére a ne pas détecter le bruit de fond en tant que pic tout en
permettant I'intégration de pics de trés faible amplitude. Dans le cas présent, le logicid utilisé
détermine le niveau du bruit de fond et propose une valeur pour le seuil dintégration.
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2.2. Effet du tempsd'injection

Pour déterminer I'influence du temps d’injection sur les mesures, des dosages de la méme
solution ont été répétés en faisant varier le temps d'injection. Les temps d'injection choisis ont
été de 3 secondes (méthode a; temps d’injection utilisé en routine dans le laboratoire) et de 6
secondes (méthode b; temps a priori adapté a |'analyse des tres faibles concentrations sachant

gue l'aire des pics augmente avec le temps d'injection).

XIxIF & & 5

Nous désignons par :

le nombre de résultats de la méthode a;
le nombre de résultats de la méthode b ;
les résultats de la méthode a;;

les résultats de laméthode b ;

le résultat moyen de la méthode a ;

le résultat moyen de la méthode b.

Lavariance du systéme se définit comme suit :

_ & (- P+ (6 %P
(na- 1) +(nv-1)

La différence entre les résultats moyens est :

d =(Xa- %)
Et, I’ écart-type de la différence :
n n
Sd=,[—+—
Na Mo

On calcule ensuite la valeur expé&imentale dett :

On compare lavaleur t ains obtenue a celle fournie par la table de Fischer pour:

N =(na-1)+(m- 1)

et pour une valeur P de la probabilité.



Si lavaleur t calculée est supérieur alavaeur t de latable, la différence est significative
et les deux méthodes doivent étre considérées comme donnant des résultats différents pour la
probabilité choisie. Dans le cas contraire on doit considérer que les deux méthodes conduisent
a des résultats identiques.

Dans le cas du test effectué, nous avons :
n =20
n =20
Xa = 4.99
% =4.33

Soit :
Neysteme = 0.029
Sq¢=0.055
d=0.66
teacue = 12.2

Pour des valeurs P = 0.05 (probabilité a 95 %) et N = 38, la table de Fisher donne une
valeur t de 2, soit un tegcue >> trigner

En conclusion, on sapercoit donc que le temps d'injection est un parameétre critique en
électrophorése capillaire. Les résultats obtenus ici montrent que des méthodes utilisant des
temps de 3 et 6 secondes, respectivement, doivent étre considérées comme donnant des
résultats différents pour une probabilité de 95%. De ce fait, tous les résultats présentés dans ce
travail ont été obtenus en maintenant le temps d'injection constant, et égal a 3 secondes.

2.3. Effet du nombre d’injections par échantillon

Un test a été effectué pour déterminer si le nombre d'injections effectuées par échantillon
influait ou non sur le résultat. Deux cas ont été considérés. Dans le premier (cas a), 20
injections du méme échantillon ont été effectuées (2 répétitions). Dans le deuxiéme (cas b), il
a été procédé a seulement deux injections du méme échantillon (10 répétitions). Le test
statistique permettant de comparer les résultats obtenus dans chacun de ces deux cas est le
méme que précédemment.

Les résulats ont été les suivants :
=40
=20
Xa=57.9
% = 58.9

n =0.940



sq=0.27
d=1.07
tealcule = 4.03

Pour des valeurs P = 0.05 (probabilité a 95 %) et N = 38, la table de Fisher donne une
valeur t de 2, soit, laencore, un teacue >> trisher-

Aing, il apparait que la concentration moyenne obtenue apres 20 injections répétées d'un
méme échantillon est significativement différente de celle obtenue aprés la répétition de deux
injections (Fig. 6). De méme, les temps de migration augmente progressivement dans le cas
ou 20 injections successives sont effectuées (Fig. 7). Ces différences et modifications sont
liées & une évolution de la composition de I'électrolyte au cours de la répétition des
électrophoréses. En d'autres termes, on peut plonger le capillaire plusieurs fois dans le

récipient

contenant |’ échantillon, mais cdui

fréguemment.

61,5 1
61 -
60,5 1
60 -
59,5 -
59 1
58,5 -
58 -
57,5 1
57 1

concentrations en ppm

20 fois dans le méme récipient

56,5

60 -
59,5 A
59 ~
58,5 1
58 -
57,5 4
57 A

Concentration en ppm

5 10 15 20
N (numéro de 'analyse)

2 fois dans 10 récipients différents

* (b)

56,5

5 10 15 20

N (numéro de lI'analyse)
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contenant I'éectrolyte doit étre purgé

Fig. 6: Diagramme illustrant
I'évolution constante et
progressive des concentrations
mesurées dans |'expérience
comportant un grand nombre de
répétitions (20), celles-ci étant
effectuées a partir du méme
récipient (a). Cette évolution
n'est pas observée lorsque les
analyses sont répétées
seulement 2 fois et en
changeant de récipient (b).



20 fois dans le méme récipient 2 fois dans 10 récipients différents
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Fig. 7: Diagramme illustrant |'évolution constante et progressive des temps de
migration dans |'expérience comportant un grand nombre de répétitions (20),
celles-ci étant effectuées a partir du méme récipient (). Cette évolution n'est
pas observée lorsgue les analyses sont répétées seulement 2 fois et en
changeant de récipitient (b).

En conclusion, il a éé décidé dans cette étude de ne procéder qu'a deux répétitions par
échantillon analysé.

2.4. Effet dela pondération des gammes de calibration

Le logiciel TSP PC1000° utilisé lors des test présentés ici possede une fonction qui
permet de donner plus ou moins d’importance a certains points de la gamme de calibration,
autorisant ains un test de I'influence de ce parametre sur les résultats obtenus. Ces fonctions
sont désignées par:

- NONE, qui donne a chague point de la gamme le méme "poids" statistique;
- 1/C, qui donne au plus fortes valeurs une plus grande importance;
- 1/C?, qui lui, donne une prépondérance aux valeurs les plus faibles.

Pour déerminer I'influence d'une pondération des droites de calibration sur les
concentrations mesurées, trois séries de résultats obtenus pour des solutions présentant des
concentrations croissantes en ion chlorure (5, 17 et 60 mg.L™}) ort été traitées avec chacun des
trois modes possible, les résultats (valeurs "aberrantes' incluses) éant comparés dans le
tableau 3.
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Cl None 1C 1cz
Solution 6.1% 6.3% 6.4%
abppm
Solution 1.8% 1.8% 1.8%

al7ppm
Solution 1.9% 1.8% 1.8%
a 60 ppm

Tableau 3: Repetabilité (en %) des concentrations calculées pour des solutions a
teneur en chlorure croissante en utilisant les trois modes autorisés par le logiciel TSP°
PC1000° en matiére de pondération, ou de non-pondération des courbes de
calibration.

L'examen du tableau 3 montre que le choix de I'un ou l'autre des modes possibles en
matiere de calibration n’influe pas de fagon significative sur la répétabilité des analyses. Sur
la base de ce résultat, nous avons décidé d'accorder le méme poids statistique a I'ensemble des
points analytiques servant a définir les gammes de calibration utilisées dans cette étude (mode
NONE du logiciel PC1000° de I'dectrophorése TSF°)

3.Résaultats

3.1. Specificités de I'électrophorese capillaire vis a vis des anions et
cations inorganiques

Comme le montre le tableau 4, les temps de migrations moyens obtenus dans |le cadre des
conditions fixées dans ce travail (cf. tableau 2) attestent de la bonne spécificité de
I'électrophorese capillaire vis a vis du dosage des ions inorganiques en solution dans les eaux
douces naturelles.

, Tempsde
Al migration (en min)
CI 3.15
S04~ 3.45
NOs 3.55
. Tempsde
Ceiliens migrationp(en min)
NH,4" 2.80
K* 3.10
Na"’ 4.05
Cay’ 4.85
Mag" 5.10

Tableau 4. Temps de migration des ions minéraux analysés



3.2. Linéarité

Le logicid PC1000° de |'électrophorése TSP permet de calculer la concentration en
fonction de la hauteur ou de I’aire du pic. Aussi, nous est-il apparu utile d'effectuer des tests
afin de déterminer laquelle des deux méthodes (calculs en fonction de la hauteur ou de I’ aire)
permettait d’obtenir une meilleure linéarité. Les résultats de I'un de ces tests — obtenu en
I'occurrence pour I'ion chlorure - sont présentés dans la Fig. 8, les graphes pour les autres ions
étant parfaitement similaires.

Aire/Tm

30000 , Aire/Temps
25000 |
20000 - @
Figure 8. Diagrammes montrant
15000 4 y = 94,468 - 355,08 o e X
10000 la linéarité de I'éectrophorése
. 2 , . s
c000 R"=0,9989 lorsgue les résultats sont exprimés
| sous la forme du rapport
0- ' ' ' aire/temps de migration (a) et la
0 100 200 300 nonlinéarité de cette technique
Concentration (ppm) lorsgue les résultats sont exprimes
en hauteur de pics (b).
30000 -
Hauteur
S
D 20000 -
-]
[
T 10000 | (b)
O T T T T
0 100 200 300

Concentration (ppm)

L’ étude des relations concentrations/aires du pic et concentrations/hauteurs du pic pour
les différents anions et cations minéraux examinés lors de ce travail a montré que seule le
graphe représentant la concentration en fonction de I’aire corrigée du temps de migration
conduisait a l'obtention de corrélations linéaires sur une large gamme de concentration
(jusqu'a plus de 300 ppm dans le cas de I'ion chlorure; voir Fig. 8). Ces résultats démontrent
gue l'utilisation de I'électrophorése capillaire impose d'effectuer une calibration relative a
I”aire corrigée et non ala hauteur des pics.



3.3. Limites de détection

Les limites de détections calculées pour les 3 anions et les 5 cations inorganiques dosés
dans le cadre de ce travail sont reportées dans les tableaux 5 et 6. Les limites les plus basses
sont obtenues pour Mcf*, K* et NH,"; les plus élevées sont calculées pour Na™ et NOs'™.

Composés | Airémoyen | Kd.Sbianc L?S:z?igﬁ P? ct)i?ed 3(':‘ Iagpelrt:t?gpf
calibration | (en mg.L™)
CI 65 0.472 3.20 97.2 0.68
SO4* 63 0.816 3.50 74.0 1.06
NO3 81 1.245 3.60 59.6 1.63

Tableau 5: Calcul delalimite de détection en mg.L™ pour les 3 anions étudiés

Pentedela | Limitede
Composes | Airémoyen | Kd.Sbianc :]ier?zf'igﬁ droite de détection
9 calibration | (en mg. LY
NH," 44 0.241 2.76 265.4 0.30
K* 40 0.243 3.1 114.2 0.35
Na* 376 1.422 4.05 220.5 1.84
Caz 87 0.388 4.8 229.3 0.47
M g2* 50 0.103 51 408.4 0.13

Tableau 6: Calcul de lalimite de détection en mg.L™ pour les 5 cations étudiés

Dans le tableau 7, nous avons reporté a titre de comparaison les limites de détection
(méthode AFNOR) calculées pour 4 des 5 cations majeurs en utilisant I'lCP-MS (Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometer) HP 4500° installée & Géosciences Rennes. La
comparaison de ce tableau avec le tableau 6 montre que les limites de détection sont proches
pour K" (0.35mg/l en Electrophorése; 0.096mg/l en ICP-MS) alors qu'elles sont beaucoup
plus fortes dans |e cas des 3 aLtres cations (jusqu'a 5 ordres de grandeur pour Mcf™).



Eléments | LD(AFNOR) | LQ(AFNOR)
pg.L*! pg.L?
Na* 2704 2954
M g2* 51 57
K* 96574 111137
Cca' 9562 10724

Tableau 7: Cacul delaLimite de Détection’(LD) et de laLimite de Quantification
(LQ) pour I'ICP-MS HP4500° en opération & Rennes.

3.4. Limites de quantification

Les limites de quantifications calculées pour les 3 anions et les 5 cations inorganiques
dosés dans le cadre de ce travail sont reportées dans les tableaux 8 et 9. Les limites les plus
basses sont obtenues pour Md*, K* et Ca?*; les plus élevées sont calculées pour Na™ et NOs™.

Pentedela Limite de
Composes | Airemoyen Tc_amps.de droite de quantification
migration : : -
calibration (en mg.L™)
CI 65 3.20 97.2 0.95
SO4* 63 3.50 74.0 1.52
NOs’ 81 3.60 59.6 2.33

Tableau 8: Calcul des limites de quantification en mg.L™ pour les 3 anions étudiés

Pentedela Limitede
Composes | Airemoyen -Ir;%nr%?ig?\ droite de quantification

calibration (mg.L™Y
NH," 44 2.76 265.4 1.00
K* 40 31 114.2 0.49
Na"* 376 4.05 220.5 2.04
Ca?" 87 4.8 229.3 0.69
M g2 50 51 408.4 0.19

Tableau 9: Calcul de lalimite de quantification en mg.L™ pour les 5 cations éudiés




Comme pour les limites de détection, nous avons reporté dans le tableau 7 les limites de
quantification calculées pour 4 des 5 cations majeurs en utilisant I'lCP-MS HP 4500° installée
a Geéosciences Rennes. La comparaison de ce tableau avec le tableau 9 montre que les limites
de quantification calculées pour |'électrophorése capillaire sont nettement plus élevées (sauf
pour K*) que celles calculées pour I'ICP-MS (jusqu'a 5 ordres de grandeur pour Mcf™).

3.5. Justesse

La justesse a été déterminée au travers de I'analyse d'une solution standard synthétique
(CRM 617) commerciaisée pa I''RMM (Institute for Reference Materias and
Measurements, cf. annexe), et contenant les cations et anions étudiés (sauf NH;") a des
concentrations proches de celles observées dans les eaux douces naturelles. Les résultats sont
reportés dans les tableaux 10 et 11. Ces résultats portent sur la moyenne de 10 mesures
Separées.

Composés Valeurs cerltifiées Valeurs ob_tlenueﬁ
(mg.L™) (mg.L™)
Cl- 26.4+04 259+04
S04° 26.3+0.5 269+04
NO* 258+ 0.5 26.5+0.8

Tableau 10: Validation de la justesse de la mesure des 3 anions étudiés par rapport au

standard certifié CRM 617.

COMDOSSS Valeurscertifiées Valeurs obtenues
P (mg.L ) (mg.L )
+ Non présent dans Non présent dans

NH4 |le standard le standard
K* 99+03 85+03
Na"* 146+ 0.3 13.3+0.3

ca® 14.6 + 0.4 14.1+ 0.4

Mo 7.32+ 015 745+ 0.15

certifiée CRM 617.
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Tableau 11: Validation de lajustesse de la mesure de 4 des 5 cations étudiés par au standard




L'examen du tableau 10 montre que les concentrations en anions mesurées par
électrophorese capillaire pour le standard CRM 617 recoupent, aux erreurs pres, les valeurs
données par le constructeur. La méme conclusion sapplique & M¢f* et Ca®*. Seuls les cations
Na" et K présentent des concentrations mesurées significativement différentes des valeurs
certifiées (plus faibles de 10 et 5.8%, respectivement).

Dans la Fig. 9, nous avons comparé le niveau de justesse atteint par |'éectrophorése
capillaire avec celui de I''CP-MS, méthode dont les limites de détection et de quantification
sont particulierement basses. Les tests comparatifs ont été effectués a I'aide du standard
CRM617. L'examen de la Fig. 9 montre e bon accord observé entre I'électrophorése capillaire
et I''CP-MS.

CMR 617

16
W ICP-MS (ppm

] (ppm)
= W EC (ppm)
@ 12 - O Valeur certifiée (ppm)
c 10 +
©
7 81
5 7]
c 47
o
O -

O ]

Mg K Ca

Fig. 9: Comparaison des performances de I'éectrophorése capillaire et de I'lCP-MS en
matiere de justesse des dosages des concentrations des cations minéraux dans les solutions
agueuses.



3.6. Répétabilité

Les tableaux 11 et 12 présentent les résultats de répétabilité (ces résultats prennent en
compte les valeurs aberrantes). La répétabilité est visualisée par |'écart type (exprimée en %)
calculé sur la moyenne de 10 analyses indépendantes d’un méme échantillon comportant 2
répétitions, soit un total de 20 valeurs. Les tests de répétabilité présentés comportent une
étude de I'effet de la concentration. A cette fin, des écarts types ont été déterminés pour 3
niveaux de concentration différents. Les solutions utilisées pour ces tests a concentration
variable ont été préparées par dilution des solutions MERK® & 1000 mg.L ! (NH4CI, KNOs3,
NaNOs;, Ca(NOs);, Mg(NOs),, NaCl, NaSO4, NaNOs) utilistes par ailleurs pour
I'établissement des gammes étalon. L'effet de la concentration sur la répétabilité est illustré
graphiquement dans les Figs. 10 (anions) et 11 (cations).

Composés I_Ecart Type_ Ecart_ Type Ecart Typ(_a
(FaibleConcentration) | (Concentration Moyenne) | (ForteConcentration)
CI 6.1% (5mg.L™?) | 1.8% (165 mgL™) | 1.3% (61 mg.L™)
SO, 9.8% (25 mgL™Y) | 2.6% (8 mglL™) | 2.3% (30 mg.L?)
NOs’ 6.4% (55 mg.L™?) | 2.2% (19 mgL™) | 2.3% (69mg.L™)

Tableau 11: Résultats de répétabilité a différentes concentrations pour les 3 anions étudiés
(écarts types en % obtenus sur la moyenne de 10 analyses présentant chacune 2 répétitions).
Les vaeurs entre parenthéses indiquent les concentrations des différents anions dans les
solutions analysées.

L'examen des tableaux 10 et 11 et des Figs. 10 et 11 montre que la répétabilité dépend
fortement du niveau de concentration. En cela, I'électrophorese capillaire n'est pas différente
des autres méthodes de chimie analytique. En outre, on constate que les cations présentent une
répétabilité sensiblement dégradée (stabilisation des écarts types entre 3 et 5%) par rapport
aux anions (stabilisation des écarts types aux alentours de 2%).
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Fig. 10: Diagrammes illustrant I'évolution des écarts types obtenus sur la moyenne des
concentrations mesurées pour chacun des trois anions étudiés en fonction de la concentration
des solutions analysées. On note une stabilisation des écarts types autour de 1 a 3% des que
les concentrations excedent 10 ppm (écarts types en % obtenus sur la moyenne de 10 analyses
comportant chacune 2 répétitions).

Composts | oo NPy | (commmraton oy | (Foniaconceanan
NH4" 10.3% (0.5 mg.L?)| 11.1% (1 mgL™?) | 5.8% (45 mg.L™?)

K* 9.0% (1 mgL?) | 35% (15mgL?) | 5.0% (7 mgL™)
Na* 9.2% (7 mg.L™?) 4.1% (10mg.L?) | 4.1% (45mg.L™?)
cazt 37% (7mglL?) | 29% (10 mg.L™") | 3.6% (455 mg.L™)

M " 11.1% (3mgL™?) | 2.4% (45 mgL™) | 2.9% (20 mg.L™)

Tableau 12: Résultats de répétabilité a différentes concentrations pour les 5 cations étudiés
(Ecarts types en % obtenus sur la moyenne de 10 analyses présentant chacune 2 répétitions).
Les valeurs entre parenthéses indiquent les concentrations des différents cations dans les
solutions analysées.
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Fig. 11: Diagrammes illustrant I'évolution des écarts types obtenus sur la moyenne des
concentrations mesurées pour chacun des cing cations &udiés en fonction de la concentration
des solutions analysées. On note une stabilisation des écarts types autour de 3 a 5% lorsque
les concentrations des solutions analysées augmentent (écarts types en % obtenus sur la
moyenne de 10 analyses comportant chacune 2 répétitions).
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CHAPITRE YV

Dér oulement

d'une Sequence Analytigue Type
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

L e déroulement d'une séquence analytique type comprend les opérations suivantes :

Mise en marche de l'ordinateur puis de I'éectrophorese capillaire fréchauffage de la
lampe UV)

Dégazage du tampon pendant 20 minutes en prenant soin d'éviter la formation de bulles
dans le capillaire. Cette opération se déroule en deux temps. Dans un premier temps on
procede au dégazage pendant 10 minutes de la quantité de tampon nécessaire pour une
journée d'analyse; on préléve ensuite environ 30 ml de tampon qui aprés un nouveau
dégazage de 10 minutes aux ultra-sons sera utilisé pour remplir les compartiments
(cathodigue ou anodique) dans lesquels plongera I'électrode; finalement, le réservoir
machine est redégazé pendant 10 minutes apres extraction des 30 ml de tampon servant au
remplissage des compartiments.

Conditionnement du capillaire pendant environ 30 minutes, le but éant de former les
couches ioniques sur la paroi du capillaire (cf. tableau 13).

Position du vial | DUREE | TEMPERATURE SOLUTION
1.01 5min 30°C EAU
1.02 Smin 60°C NaOH, 1N
1.03 5min 60°C NaOH, 0.1N
1.04 Smin 60°C EAU
1.04 5min 25°C EAU
1.05 5min 25°C TAMPON

Tableau 13: Tableau détaillant les différentes étapes nécessaires au
conditionnement du capillaire.

Vérification de la stabilité du courant.

Vérification de la ligne de base.

Veérification de la bonne résolution des pics et vérification des temps de migration des
especes a doser a l'aide des solutions d'étalonnage. Cette étape est indispensable sachant
gue les temps de migration peuvent varier d'un jour a l'autre, en fonction de I'éat du
capillaire, du vieillissement du tampon, ou encore de la température de la piece (seul le
capillaire est thermostaté).

Etalonnage. A ce stade, 6 solutions étalon de concentrations connues sont injectés pour
vérifier la bonne linéarité du systeme de détection sur toute la gamme de concentration
souhaitée.

Début de la séquence d'analyse proprement dite. Lors de celle-ci, les échantillons sont
injectés par série de 5, les séries étant séparées les unes des autres par un échantillon de la
gamme d'étalonnage, celui-ci éant traité comme un inconnu. Cette procédure permet une



validation en continu des analyses et est utile pour déceler les dérives du détecteur ou les
dérives liées a d'autres paramétres comme la température de la piece, ou I'éat de la paroi
du capillaire apres le passage d'un échantillon concentré.
On rappellera que les corditions opératoires (tension, diamétre du capillaire, ...)
utilisées au cours de ce travail et lors des analyses pratiquées dans notre laboratoire sont
présentées dans | e tableau 2.



CHAPITRE VI

Conclusion



Plusieurs conclusions peuvent étre dégagées de cette étude.

Concernant I'analyse des anions minéraux. Pour des concentrations que |’on trouve
habituellement dans les eaux douces naturelles, la répétabilité obtenue est inférieure a 5%. A
titre de comparaison, les résultats publiés dans la littérature pour la technique par
éléctrophorése capillaire font état de répétabilités comprises entre 3 et 3.5 %. Les limites de
détection et de quantification que nous calculons sont identiques voire inférieures a celles
rapportées dans la littérature pour les électrophoreses capillaires; elles sont du méme ordre de
grandeur que celles obtenues pour les chromatographies ioniques. Cependant, on doit noter
que I’ erreur sur la mesure augmente considérablement lorsque la quantité a doser s approche
de la limite de quantification, faisant des électrophoréses capillaires des instruments peu
adaptés a la mesure des basses concentrations (<5 ppm). Concernant la justesse, les tests
effectués sur le standard CRM 617 ont donné des résultats satisfaisants, les concentrations
mesurées étant identiques, aux erreurs analytiques pres, a celles données par e constructeur.

Analyse des cations minéraux. |l est classiquement reconnu que |'analyse des cations
minéraux par éléctrophorése capillaire est plus délicate que celles des anions. Les tests de
répétabilité présentés dans ce travail confirme ce fait, les écarts types calculés sur les
moyennes des répétitions effectuées étant plus élevés pour les cations (3 a 6%) que pour les
anions (1 a 2%). En outre, les tests de justesse effectués sur le standard standard CRM 617
sont moins bons que pour les anions. Seuls, le calcium et le magnésium ont livré des
concentrations mesurées identiques, aux erreurs pres, aux valeurs certifiées du standard. Pour
le potassium et e sodium, les concentrations mesurées se sont avérées étre plus faibles que les
valeurs données par le constructeur - de 10 et 5.8%, respectivement — sans gqu'il soit possible
d'expliquer la raison de ces écarts. Deux cations (magnésium et potassium) ont livré des
limites de quantification particuliérement basses, <0.5 mg.L 2.

En conclusion, les test effectués montrent que la technique par électrophorése
capillaire (technique simple de mise en cauvre et peu colteuse en fonctionnement) est adaptée
aux dosages des cations et des anions inorganiques en solution dans les eaux douces
naturelles, pour peu que ceux-ci soient présents a des niveaux de concentrations suffisants.
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N° Auteur - Titre Nombred’ex |Prix unitaire

Total 1

Frais de port :
20,00 F le volume Total 2
5,00 par volume supplémentaire

Total 1+ Total 2
TOTAL DELA COMMANDE

57



Directeur dela publication:
Gérard Gruau

Imprimé al’Université de Rennes 1

Dépot légal : 2émetrimestre 2001



les

d'une
les cations (3 a 6%) que pour les

équipée
evées dans les
és sur

7

illaire font état de

ése capi

étre plus faibles que les

by

ts types calcul

7

7

erees

s

ecar

type de dosage, pour peu que les

ésace
des niveaux de concentrations suffisamment &

s
7

evés pour

RESUME

le constructeur.
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ation et au dosage des anions et des cations majeurs en solution dans les eaux douces
L'ensemble des tests et résultats présentés dans ce mémoire démontre que les

naturelles. Les anions et les cations testés sont CI, SO4%, NOs, K*, Na', Ca?*, Mg?*, NH,".

Le laboratoire de Géochimie de I'UMR Géosciences Rennes est
électrophorése capillaire, appareil utilisé classiquement pour la séparation, I'identification et

Itats publiés dans la littérature pour la technique par éléctrophor
répétabilités comprises entre 3 et 3.5 %. Les limites de détection et de quantification que nous

calculons sont identiques voire inférieures a celles rapportées dans la littérature pour les

électrophoreses capillaires. Elles sont du méme ordre de grandeur que celles obtenues pour les

7

minéraux par
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7
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le dosage des molécules organiques. Nous souhaitons élargir cette méthode anaytique a la
anions (1 a 2%). En outre, lestests de justesse effectués sur le standard standard CRM 617

sont moins bons que pour les anions. Seuls le calcium et le magnésium ont livré des
valeurs données par le constructeur - de 10 et 5.8%, respectivement — sans qu'il soit possible

d'expliquer la raison de ces écarts. Deux cations (magnésium et potassium) ont livré des

concentrations mesurées identiques, aux erreurs pres, aux valeurs certifiées du standard. Pour
limites de quantification particuliérement basses: <0.5 mg.L>.

des électrophoreses capillaires des instruments peu adaptées a la mesure des basses
concentrations (<5 ppm). Concernant la justesse, les tests effectués sur le standard CRM 617
ont donné des résultats satisfaisants, les concentrations mesurées étant identiques, aux erreurs

considérablement lorsque la quantité a doser s approche de la limite de quantification, faisant

eaux douces naturelles, la répétabilité obtenue est inférieure & 5%. A titre de comparaison, les
chromatographies ioniques. Cependant, on doit noter que I'erreur sur la mesure augmente

électrophoreses capillaires sont des instruments adapt
Analyse des anions minéraux. Pour des concentrations que |’ on trouve habituellement dans les
le potassium et le sodium, les concentrations mesurées se sont av

échantillons analysés.
Analyse des cations minéraux.
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