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Liste d’abréviations

A(t) = absorbance du colorant en fonction du temps
BBT = bleu de bromothymol

BM = bleu de méthyléene

c(t) = concentration du colorant en fonction du temps
CETAMA = Commission d’Etablissement des Méthodes d’Analyse
CHESS = Modélisation géochimique appliquées aux problémes de qualité des eaux
Din = coefficient de diffusion thermique

e(t) = absorptivité du colorant en fonction du temps
FIA = Analyse par injection en flux continu

Kn = nombre de Knudsen

LOC =lab-on-chip

MCFTIA = Analyse par FIA multi-commutée

MOX = Mélanges d’'Oxydes

NF = normalement fermé

NO = normalement ouverte

PEEK = polyétheréthercétone

Pe = nombre de Péclet

PMMA = polyméthacrylate de méthyle

PTFE = polytétrafluoroéthyléne

Re = nombre de Reynolds

REP = Réacteurs a Eau Pressurisée

RMN = Résonance Magnétique Nucléaire

RSD = ’écart-type relatif

SIA = Analyse par Injection séquentielle

TAP = technologie d’analyse des procédés

tNatU = Tonnes d’'uranium naturel

uTAS = microsystemes d’analyse totale

Ux = vitesse linéaire moyenne de ’écoulement
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Introduction et contexte

Depuis la découverte de la radioactivité aux débuts du XXeme siecle et jusqu’a présent, '’évolution
de la radiochimie et des sciences associées a été fortement influencée par une multitude d’enjeux
géopolitiques et industriels. L’'ére du nucléaire a débuté en 1942, au milieu de la deuxiéme guerre
mondiale, lorsque Enrico Fermi et son équipe ont réussi a mettre au point le premier réacteur
nucléaire habilité pour accueillir la premiére réaction en chaine déclenchée et controlée par
I’homme, l'objectif étant la production de plutonium de qualité militaire a partir de la fission de
l'uranium enrichi [1]. La matiére fissile nécessaire, étant un produit secondaire, devait étre
extraite sélectivement de I'uranium et d’autres produits de fission présents dans le combustible
irradié. L’ambitieuse séparation d’actinides a été réalisée en 1947 par Herbert Anderson et
Lamed Asprey, en créant le procédé PUREX, le procédé d’extraction de I'uranium et du plutonium
le plus performant de 1'’époque [2]. Aprés la guerre, en 1946, le président Harry Truman créa aux
Etats-Unis le « Atomic Energy Commission» (AEC) afin d’encourager le développement de
I'énergie nucléaire pour l'utilisation « pacifique» et «civile» [3]. A ce moment-1a les enjeux
géopolitiques n’étaient plus les mémes et donc, en 1951 les premiers réacteurs nucléaires pour la
production d’énergie électrique ont vu le jour aux Etats-Unis et peu aprés en Russie vers 1954 [4].
Suite a une pétition du président américain Eisenhower en 1953, ’Agence Internationale de
I'Energie Atomique (IAEA) a été créé au sein des Nations Unies. L'IAEA a obtenu, en 1956, un
statut officiel suite a 'adhésion de 81 pays a l'organisme [5], ce qui a permis la démocratisation
mondiale des réacteurs nucléaires dédiés a la production d’électricité. L’'énergie nucléaire a été
accueillie a I'’époque comme une énergie économique, écologique et sans danger, ce qui a aidé au
développement rapide de I'industrie du nucléaire dans les années 60 [6]. Cependant, 'utilisation
croissante d’'uranium demandait aussi la mise en place de politiques de traitement/recyclage de
combustible irradié afin de réduire la demande en uranium naturel, limiter le volume de déchets
a moyenne et haute activité et de minimiser la possibilité de prolifération du plutonium [7]. Les
directives relatives au nucléaire, issues de la croissante demande socio-économique, ont entrainé
la reprise du procédé de séparation PUREX, pas uniquement pour 'améliorer mais aussi pour
ladapter a I’échelle industrielle, aboutissant en 1958 au démarrage a Marcoule, en France, de la
premiére implantation industrielle dédiée au traitement-recyclage de combustible irradié [8].
Depuis, le procédé PUREX est devenu le procédé de référence pour le recyclage de combustible

usé dans le monde [9].

En 2014 dans 'Union Européenne (UE), I’énergie nucléaire représentait plus de la moitié de
I’énergie produite a partir d'une source non carbonée et un quart du total de I'énergie électrique
produite, malgré cela I'UE doit encore importer prés de 50% de ses besoins électriques [10]. Dans
ce contexte la Commission Européenne (CE) s’est concentrée sur une stratégie visant a favoriser

l'utilisation d’énergie durable, a assurer l'approvisionnement énergétique et a augmenter la
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compétitivité de I'énergie produite en interne [11]. En réponse aux besoins énergétiques de I'UE,
la Communauté Européenne de I'Energie Atomique (EURATOM) a demandé aux pays membres
de cibler leurs efforts sur 3 axes principaux : 'amélioration du procédé d’obtention et fabrication
du combustible ; 'amélioration des usines qui seront construites dans le futur et de celles qui sont
déja en opération, surtout en termes de streté et robustesse d’opération ; I'amélioration de la
gestion de combustible irradié et le gain d’expérience sur le déclassement de centrales nucléaires
[12]. Dans ce but, la Commission Européenne prévoit un investissement compris entre 350 et 450
milliards d’euros d’ici a 2050, 'objectif principal est de garder 'excellence technologique au niveau

mondial face au développement rapide du nucléaire en dehors de I'UE [13].

En 2014 il y avait 131 réacteurs nucléaires en opération dans I'UE, parmi eux 58 réacteurs
étaient placés sur le territoire Francais [14] pour générer prés de 75% de I'énergie du pays avec
une consommation annuelle estimée a 8000 tonnes d'uranium naturel (tNatU), chiffre auquel il
faut ajouter 880 tNatU équivalents de combustible a base de Mélanges d’OXydes (MOX) et 600
tNatU équivalents d’'uranium traité et recyclé. Les besoins de la France en matiére d'uranium
naturel sont couverts majoritairement par 'importation, mais peuvent également étre produits
(Gusqua 1700 tNatU par an) a partir de combustible irradié ainsi que par la production de
combustible MOX (jusqu'a 1200 tNatU équivalents par an) commercial [15]. L'usine ’AREVA La
Hague, s’occupant du retraitement du combustible irradié, recycle aussi bien du combustible
national qu’étranger. L'usine ’AREVA a Marcoule, est la seule unité en France ayant le droit de
fabriquer du combustible MOX dédié a usage interne ou a l'exportation. En 2008, la France avait
produit deux tiers du combustible MOX vendu dans I'UE [16]. Néanmoins, les nouvelles politiques
de développement économique en Europe ainsi que les nouvelles exigences environnementales et
de streté développées suite a 'incident de Fukushima, demandent la réévaluation de 1’état actuel
des usines liées au nucléaire pour les rendre plus stres, plus économiques et énergétiquement

durables d’ici a 2040 [17].

Une étude menée conjointement par AREVA La Hague et le CEA a permis de tracer les besoins
des usines de traitement-recyclage du combustible nucléaire en opération ainsi que de celles du
futur. Parmi ces nouveaux besoins il apparait qu’il est nécessaire de faire évoluer les techniques
d’analyse chimique et les mesures physicochimiques vers des systémes plus simples [18]. Le but
étant d’'une part de pérenniser les performances actuelles et d’autre part d’atteindre des gains
significatifs en termes de sitreté du personnel, de développement durable, dimpact sur
l'environnement et de coiit de fonctionnement des usines [19]. La simplification des systémes
analytiques s’applique aux analyses menées dans le laboratoire centralisé pour le contréle et le
suivi de l'usine, et sur 'ensemble des analyses nécessaires a I'étude R&D de nouveaux procédés
[20]. Le procédé PUREX étant I'activité principale dans les usines de traitement-recyclage, il a été
identifié par les exploitants que la concentration de 'acide nitrique est un des parametres les plus
souvent mesurés pendant I'extraction. En effet, le procédé PUREX peut étre résumé en 3 étapes ;

(1) Yextraction d'U (VD) et du Pu (VD), (2) la séparation d'U(VI) du Pu(IV) et (3) le décapage final
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d’U (VD). Dans chacune de ces étapes la concentration en acide doit étre connue avec précision
pour pouvoir piloter correctement le procédé [21]. La mesure en soit, nommé titrage de l'acidité
libre, est un titrage volumétrique entre 'acide nitrique et une base titrante au cours duquel il
faut prendre en compte la présence des ions actinides en solution. En effet, lors de la titration,
I'équilibre entre les différentes formes chimiques des ions actinides (U, Pu, Am, etc.) est déplacé,
ce qui favorise leur réaction d’hydrolyse et donc la production dions H* amenant a une
surestimation de l'acidité dans la solution [22]. A titre d’exemple pour I'hydrolyse du Pu*, la

réaction est :

Pu4t + H20 < > PuOH3+ + H*

Pour une quantification précise de la concentration de I'acide nitrique (appelé acidité libre) il faut
donc trouver le moyen d’éviter la réaction d’hydrolyse. Pour cela, il existe plusieurs facons de
faire, liées a la nature des ions présents, comme par exemple I'ajout d’'une étape de complexation,
de précipitation ou encore d’extraction des cations hydrolysables en amont du titrage
volumétrique [23]. Dans le cas des actinides tels que I'U(VI) et le Pu(IV), la méthode de
complexation la plus amplement utilisée dans le milieu industriel emploie un sel d’oxalate [24]. A
l'usine AREVA La Hague, cest également une méthode d’ajout d’oxalate de sodium qui est
utilisée pour complexer 'U(VI) avant le titrage volumétrique de 'acide nitrique avec de la soude.
Cette méthode a été mise au point par la Commission d’Etablissement des Méthodes d’Analyse
(CETAMA) de Marcoule.

L’objectif principal de cette thése consiste a améliorer I'actuel procédé d’analyse de 1'acidité libre.
Les améliorations proposées doivent étre en accord avec le cahier des charges défini par AREVA
La Hague, concernant les besoins analytiques des usines actuelles et du futur. En effet, la mesure
de l'acidité libre est une des analyses effectuées par le laboratoire d’analyse et contréle, et qui fait

partie des 220 000 analyses mises en ceuvre par an pour la stireté et suivi du procédé.

Le cahier des charges du projet ©

Le premier des paramétres du cahier des charges est lié aux contraintes de rendu, il est attendu
que le délai de I'analyse entre le prélévement et le rendu des résultats soit inférieur a 1 poste (<
8h). Actuellement, I'automatisation partielle des analyses d’acidité soulage la charge analytique
du laboratoire de contréle de marche. Cependant, les analyses prennent toujours du temps malgré
leur automatisation. Méme si pour I'avenir le cas idéal serait le développement d’'une méthode de
mesure en ligne, 4 court terme les laboratoires danalyse déportés pourraient bénéficier dune

procédure simplifiée, pouvant étre complétement automatisable.

Le deuxieme paramétre du cahier des charges est lié a la pérennité des équipements. Celle-ci sera
affecté par I'hostilité de I'environnement nucléaire engendré par les rayonnements ionisants et la
manipulation de fortes acidités (<5 mol/L) en présence d’Uranium et de Plutonium. De fagcon

habituelle, les systémes analytiques sont soumis 4 une procédure qui a pour objectif leur
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transposition vers une ambiance dite « nucléaire » et qui concerne la réorganisation d'un appareil
de mesure vers une forme plus adaptée et mieux protégée des agressions de I'environnement.
Cela permet le durcissement des composants électroniques, des moyens de transport du signal, et
encore de faciliter leur télé-opération et maintenance. Les exigences analytiques ainsi que le cotit
de la nucléarisation seront fortement dépendants de l'hostilité du milieu. Les rayonnements
nucléaires provoquent une dégradation prématurée des matériaux qui composent la chaine de
mesure, pouvant induire une action sur I'électronique du capteur. La composition chimique du
milieu est aussi susceptible de provoquer des dégradations de matériaux par corrosion,

dissolution ou adsorption.

Le troisieme paramétre du cahier des charges est I'incertitude sur la mesure de l'acidité Iibre, qui
est fixée a 10% de la valeur vraie. La nucléarisation d’'une mesure physico-chimique se traduit
souvent par une perte de performances. 1l est donc indispensable que cette perte de performances,
les dégradations du matériel, les rayonnements ionisants et les grandeurs thermodynamiques
d’ambiance (pression, température) a lintérieur de l'enceinte nucléarisée, ne se traduisent pas
par des dérives ou des biais de mesure qui, ajoutés a lincertitude sur la mesure, aménent a

dépasser le seuil d’incertitude espére.

FEnfin, le dernier paramétre du cahier des charges concerne la réduction des volumes
d’échantillons nécessaire a une analyse et le volume d’effluents générés. En 1923 Fritz PREGL a
recu le prix Nobel en chimie pour ses travaux qui ont montré qu'une diversité de phénoménes
négligeables en analyse macroscopique deviennent significatifs lorsqu’une substance est analysée
au sein d'échantillon de taille de plus en plus réduite. La réduction d’échelle lui a permis dans un
premier temps, danalyser des substances organiques pouvant étre synthétisées a de trés faibles
quantités et, dans un deuxieme temps, de déterminer les propriétés physico-chimiques des
substances analysées méconnues a l'époque [25]. Actuellement lintérét de miniaturiser les
dispositifs analytiques va bien au-dela de ce que M. PREGL et ses collaborateurs avaient
envisagé, les progrés en électronique dans la premiére moitié du 20¢me siécle ont ouvert les portes
a l'analyse quasi-automatique et/ou instrumentale. En effet, aujourd’hui la microélectronique et
les méthodes de fabrication associées nous laissent aspirer a des objectifs plus ambitieux tels que
la microanalyse portative ou l'analyse en ligne par exemple [26]. Au-delda d’une analyse in-situ,
travailler a une échelle réduite permet d’utiliser un volume plus petit de réactifs, ce qui est
bénéfique dans le cas d'échantillons contenant des radionucléides puisque la radiation émise sera
proportionnellement réduite, simplifiant ainsi les besoins de radioprotection. Par exemple,
réduire par 1000 le volume d’un échantillon réel dacide nitrique utilisé pour dissoudre du
combustible irradié, pourrait permettre de l'analyser sans dilution préalable dans une boite a

gants et non plus dans un confinement blindé avec télémanipulation [27].



Ainsi, le premier chapitre de la thése est consacré a une étude bibliographique détaillant les
systéemes d’analyse volumétrique existants, et sur la facon dont ils pourraient étre utilisés pour
effectuer une mesure d’acidité libre miniaturisée en présence d’agents complexants (ions oxalate).
De cette étude bibliographique, en accord avec le cahier des charges établi, découle le choix des
systémes d’analyse envisagés permettant I'amélioration de la méthode actuelle de mesure de
lacidité libre. Les chapitres 2 et 3, quant a eux, présentent la conception et le développement de
méthodologies de mesure miniaturisée d’acidité libre, adaptée aux systemes de titrage
volumétrique choisis. Le premier développement concerne la mise au point dun procédé
dimensionné a I'échelle millimétrique associé 4 une détection spectrophotométrique in-situ. Ce
développement représente, de facon simplifiée, la mise en ceuvre d'une méthode d’analyse
chimique classique et éprouvée (&4 léchelle d'un bécher) vers une échelle miniaturisée. Cette
réduction d’échelle est basée sur l'utilisation d’'une méthode de mélange par injection séquentielle
des réactifs dans une boucle fluidique (SIA). La réaction de titrage est suivie par un indicateur
coloré qui est détecté en sortie de boucle fluidique. La validation de cette méthode a ensuite été
mise 4 profit afin de réduire encore les volumes d’échantillon et de déchets conduisant a la
seconde approche présentée chapitre 3. La seconde méthode étudiée utilise judicieusement des
phénoménes controlables a I'échelle micrométrique pour réaliser le mélange des réactifs, voire la
dilution de I’échantillon dans un canal fluidique. A la fin de ce document, ils seront résumés les
résultats obtenus pendant de la thése, ainsi qu'une synthése de I'état d’avancement et les
perspectives d’évolution des techniques analytiques développés pour leur mise en ceuvre dans un

laboratoire de radio analyse et controle industriel.
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CHAPITRE 1

Définition et étude de la problématique d’une réduction
d’échelle des systémes d’analyse volumétrique dans le
milieu nucléaire






1. Introduction: Enjeux de la miniaturisation des systémes d’analyse
chimique

Par définition dans ce manuscrit, la microanalyse ou chimie analytique miniaturisée comprend
les instruments et les méthodes pour séparer, identifier et quantifier une faible quantité de
matiére (<10 mg; <1lmL). Outre la définition générale, il faut encore distinguer trois branches
différentes selon le type d’'information obtenue a partir de 'analyse : 'analyse est dite qualitative
si 'information permet d’identifier les constituants d'un échantillon, quantitative si I'information
permet de les quantifier et ponctuelle ou « spot » si I'information peut étre obtenue a partir dun
dispositif n’ayant pas besoin d’instrumentation particuliére telle que le papier pH par exemple.
L1idée de travailler avec de petits volumes d’échantillon n’est pas récente, des 1758 Sigismund
MARGGRAF a posé les bases de la spectrophotométrie de flamme pour I'analyse qualitative de
sels de sodium et de potassium dans le sel et la lavande [1]. En 1837 Giovanni BATTISTA-AMICI
a suffisamment avancé sur la fabrication de lentilles hémisphériques pour obtenir la premiere
image microscopique avec un grossissement de 6000 [2]. Vers 1911, Fritz PREGL a utilisé la
premiére microbalance (< 1 gr.) pour quantifier des substances organiques difficiles a obtenir ou
synthétiser [3]. Peu aprés, en 1921, Fritz FEIGLE a défini les bases de l'analyse « spot» en

travaillant avec des papiers imprégnés par un indicateur chimique [4].

Depuis, I'industrie s’est intéressée non seulement a réduire la taille des systémes d’analyse mais
aussi a leur instrumentation pour réussir une analyse automatisée. D’'un point de vue pratique,
l'utilisation d’'un volume de réactifs plus faible est une opportunité de diminuer les colts
d’opération et la quantité de déchets issus de la chaine analytique. Ceci est d’autant plus
important quand les réactifs sont coliteux, dangereux ou difficiles a obtenir [5]. De plus le controle
(semi-)automatique d’un systéme d’analyse instrumenté facilite la gestion des données, augmente
la reproductibilité sur les mesures et minimise le contact des laborantins avec des échantillons
dangereux ou nocifs [6]. Sur le plan législatif, les réglements de 1'Union européenne tel que
I'initiative d’Enregistrement, Evaluation, Autorisation et Restriction des substances CHimiques
(REACH), exigent de la part des industriels d’adopter de nouvelles méthodes et procédés afin de
mieux protéger la santé humaine et I'environnement contre les risques liés a l'utilisation de
substances chimiques, tout en favorisant bien entendu, la compétitivité de I'industrie chimique au

sein de I'UE [7].

Au-dela de l'objectif industriel d’amener les systémes d’analyse a I’échelle millimétrique, puis a
Iéchelle micrométrique et encore a 1’échelle nanométrique, il faut s’interroger sur les moyens
technologiques disponibles de nos jours permettant un redimensionnement de lanalyse. Ce
chapitre sera donc consacré a une étude bibliographique détaillant les différents systémes
d’analyse volumétrique actuellement disponibles, et sur la facon dont ils pourraient étre adaptés

pour une mise-en-ceuvre miniaturisée de la méthode de mesure de l'acidité libre par ajout
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d’oxalates. En conclusion de ce chapitre, le choix des systémes d’analyse volumétrique a utiliser
pour 'amélioration de méthode actuelle d’acidité libre sera justifié en s’appuyant sur le cahier des

charges du projet.

2. Evolution des systémes de titrage volumétrique

Le monde du XVIIIéme siécle a été transformé par un phénomeéne connu sous le nom de premiére
révolution industrielle, et qui était caractérisé par le développement du capitalisme, I'invention
de nouveaux moyens de communication et la conception des premiéres techniques de production
de masse [8]. La croissante industrialisation demandait des procédés plus rapides et fiables. Dans
le cas de I'industrie chimique la détermination rapide de I'acidité, la basicité, les carbonates et les
hypochlorites dans des échantillons a été le fil conducteur pour le développement du premier
titrage volumétrique [9]. Dans le méme contexte, le francais Francois-Antoine-Henri
DESCROIZILLES a fabriqué la premiére burette afin d’effectuer le premier titrage volumétrique
de T'histoire, mais il a fallu attendre quelques années de plus pour que Joseph Louis Gay-Lussac
popularise les titrages volumétriques en utilisant les termes «burette» et « pipette». Aux
alentours de 1850, une méthodologie pour les titrages volumétriques a été établie par Karl
Friedrich Mohr dans son ouvrage « Lehrbuch der chemisch-analytischen Titrirmethode » [10].
C’est finalement au cours de I'année 1914 que S.P.L. SORENSEN a publié un livre ou il a
introduit le terme de pH, et décrit en plus la procédure de calcul des courbes de titrage et de
Perreur associée lorsque le suivi du titrage est fait avec un indicateur coloré. Finalement, en 1926
Izaak KOLTHOFF a publié son livre « Volumetric Analysis» ou, en 3 volumes, il a détaillé les
méthodes de titrage volumétrique existant a 'époque, et qui deviendront le début contextuel des

titrages volumétriques en tant que technique analytique universelle [11].

Depuis, la titrimétrie ou titrage volumétrique a été définie comme une technique utilisée en
chimie analytique afin de déterminer la concentration d’'une espéce chimique en solution, appelée
le « soluté ». Cette technique consiste a ajouter graduellement un volume contrélé de réactif de
concentration connue, appelé le « titrant », a un échantillon contenant une concentration inconnue
de soluté jusqu’au point de neutralisation, c’est-a-dire, jusqu’a 'obtention d’une réaction compléte
[12]. On distingue deux approches pour faire un titrage volumétrique. Le titrage jusqu’au point
d’équivalence ou le titrage est arrété lorsque lanalyte et le réactif sont présents en quantité
steechiométrique, et le titrage jusqu’a la fin de la réaction de neutralisation, ou le réactif ou

titrant est ajouté jusqu’a ce que la fin de la réaction soit observée (Figure 1) [13].
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Figure 1 © Schémas de principes illustrant les différentes approches pour faire un titrage volumétrique ; a)
titrage jusqu’'au point d'équivalence ; b) titrage jusqu’a la fin de la réaction de neutralisation [15]

Lors du titrage, le point de neutralisation peut étre suivi par plusieurs techniques (tableau 4).

Tableau 1 : Les différentes techniques pour détecter le point de neutralisation lors d’un titrage volumétrique

[14]

Techniques

Indicateurs
colorés

Conductance

Changement de
couleur

Précipitation
Titrage
calorimétrique
isotherme
Titrage
thermométrique

Spectroscopie
Titrage

ampérométrique

Titrage
potentiométrique

Description
Un indicateur coloré est un composé chimique qui présente des propriétés
acido-basiques, comme un changement de couleur, selon qu’il est sous forme
acide ou basique. Le parameétre le plus important a prendre en compte lors
du choix d’un indicateur est son pKa (variable qui définit I'intervalle de pH
ou lindicateur change de couleur). Cest en étudiant la colorimétrie de
I'indicateur qu'un pH approximé de la solution peut étre obtenu au point
d’équivalence.
La conductivité d'une solution est dépendante du nombre d’ions qu’elle
contient et de leur nature. Lors d’un titrage volumétrique, la réaction entre
les ions H30* et les ions OH™ pour former la molécule neutre Hz20, ainsi que
I'interaction entre d’autres ions présents fera changer la conductivité de la
solution selon la mobilité des ions et de leur force ionique.
Quelques réactions déclenchent un changement de couleur sans I'ajout d’'un
indicateur coloré. Tel est le cas de titrages REDOX, ou un composé chimique
change de couleur en solution selon son état d’oxydation.
Si1 le produit de neutralisation est un solide, la présence de précipités
devient un indicateur du point d’équilibre de la réaction.
Cette technique mesure la chaleur produite ou consommeée lors de la
réaction pour déterminer le point d’équivalence. Pour que l'analyse soit
effective, il faut garder la température du milieu constante.
Contrairement au titrage calorimétrique isotherme, cette technique
consiste a mesurer le changement de température lors du titrage.
La spectroscopie peut étre utilisée pour mesurer la lumiére absorbée par la
solution lors du titrage, dans le cas ou le spectre de I'analyte, du titrant ou
du produit est connu et spécifique.
Dans cette technique le point d’équivalence est déterminé par la mesure de
la variation de courant produit lors du titrage.
les titrages potentiométriques impliquent de réaliser une réaction en
solution pour déterminer le titre (la concentration) de la solution inconnue.
Il est alors envisageable, selon le cas, de mettre en ceuvre une réaction
acido-basique, d’oxydoréduction, de complexation ou de précipitation. La
plupart du temps ces réactions sont suivies par titrage potentiométrique a
courant nul.
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De nos jours les systémes de titrage volumétrique « modernes » sont des systémes automatisés. La
communication de ces systémes instrumentés avec des outils informatiques, tels que les bases de
données, a ouvert la possibilité de traiter et gérer les résultats d’analyse presque en temps réel, ce
qui facilite le fonctionnement des laboratoires de contrdle de routine [15]. Les systémes de titrage
volumétrique vendus dans le commerce peuvent étre classés en fonction de la dynamique de la
réaction chimique. Si le systéme travaille avec un volume défini d’échantillon et que le volume de
réactif nécessaire pour neutraliser la totalité de 1’échantillon est mesuré, il s’agit d'un titrage
répétitif ou en batch. Par contre, si le systéme travaille avec un débit (ou flux) fixe d’échantillon et
que le débit de réactif nécessaire pour neutraliser totalement ou partiellement I’échantillon est

mesuré, alors il s’agit d’un titrage en continu ou gradient [16].

I1 faut noter que les systéemes de titrage en continu se rapprochent plus de ce qui est attendu dans
le cahier des charges défini par AREVA puisquil est souhaité que le microsysteme de titrage
volumétrique soit capable d’effectuer des mesures en continu. Ce qui est important pour offrir la
possibilité dans I'avenir, de faire évoluer le systéme vers un dispositif de mesure en ligne. De
plus, du fait de la nature de 'analyse ou il y a toujours un réactif en écoulement, les systemes en
continu sont caractérisés par des procédures d’échantillonnage et de ringage simplifiées par
rapport aux systémes de titrage en batch [17], ce qui peut représenter un avantage lorsque
Iéchantillon a analyser et dangereux ou nocif. Pour cette raison, la bibliographie est

principalement centrée sur les systémes de titrage en continu.

2.1. Systémes automatisés pour des titrages volumétriques en continu

L’analyse en continu est définie comme une procédure analytique ou I’échantillon est traité et
mesuré en tant qu’écoulement. Si a I'origine I’échantillon n’est pas sous la forme d’'un écoulement
alors il faut le convertir avant I'analyse [18]. Le schéma le plus simple d’'une analyse en continu
est celul comportant deux canaux en configuration « T ». D’un c6té est injecté un flux constant
d’échantillon et de I'autre un flux variable de réactif. Le point d’équivalence entre 1’échantillon et
le réactif va étre atteint en faisant varier le débit de réactif. Le systéme fluidique est couplé & un
systéme de détection pour indiquer lorsque le point de titrage est atteint. De cette facon, la
concentration de I’échantillon peut étre calculée par une relation de proportionnalité existante

entre les deux flux (Figure 2) [19].
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Figure 2 : Exemple d’un schéma de principe de titrage volumétrique en continu. a) Schéma bloc d'un systéme
de titrage comportant deux canaux en configuration T; b) Graphique de détermination du point
d’équivalence pour une analyse en continu [19]

Le systéme de mesure en continu présente deux avantages : la facilité d’automatiser le systéme
de transport de fluide et le systeme de détection permettant une lecture directe et continue.
Quelques limitations sont aussi liées a ce type de mesure analytique, notamment le temps
nécessaire pour atteindre I’état stationnaire et le volume mort entre I'introduction de I'échantillon
et la détection, ces deux facteurs dépendent de la taille du systéme [20]. Dés l'introduction du
titrage volumétrique en continu, plusieurs méthodes ont été développées afin de rendre la
technique capable de répondre aux exigences d’'une industrie ayant besoin d’'un soutien analytique
rapide et fiable. Parmi les méthodes développées les plus répandues dans 'industrie figurent les
systémes de titrage par mélanges hétérogénes de réactif et les systémes de titrage volumétrique

par génération de gradients de réactif linéaires.

2.2.1. Systémes de détermination de pH par mélanges hétérogénes de réactif

2211 Analyse par Injection en Flux continu (Flow Injection Analysis ou FIA)

L’analyse par injection en flux continu est une technique analytique introduite en 1975 par
Ruzicka et Hansen et fait partie des techniques d’analyse chimique en continu. L’analyse FIA
n’est pas en soi une technique de titrage volumétrique, puisqu’il n’est pas nécessaire de connaitre
avec précision la quantité d’échantillon injecté dans le systéme, par contre il est nécessaire de
respecter 3 principes : 1) Injection contrdlée de Iéchantillon ; 2) Reproductibilité de la mesure

analytique ; 3) Dispersion controlée. Si la combinaison des 3 principes mentionnés auparavant est
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respectée, I'analyse par injection séquentielle permettra d’estimer la concentration d’'un soluté

contenu dans un échantillon ainsi que d’autres variables nécessaires a I'analyse chimique [21].

Le mode opératoire est simple, une quantité précise d’échantillon (<50 pL) est injectée dans un
canal (< Imm de diamétre) contenant un fluide en mouvement (<3 mL min?) [22]. Ce liquide
« porteur » est généralement le réactif. I’échantillon est alors « étalé » dans le réactif en fonction
de la vitesse d’écoulement de ce dernier. Plus 1’écoulement est rapide, plus la dispersion de
I’échantillon dans le réactif sera importante. Le liquide porteur, qui se déplace de facon continue,
n’est pas segmenté, et la zone formée par l'injection répétée de I’échantillon est ainsi transportée
vers un détecteur afin d’enregistrer les variations d'un parametre physique ou physico-chimique
caractéristique de 1’échantillon ou, le plus souvent, de I'un de ses éléments constitutifs [23]. Ce
principe de dispersion permet d’enregistrer un signal transitoire, correspondant a une
concentration non homogeéne de soluté, lorsqu’il passe devant le détecteur. A ce stade, il est
important de souligner que la mesure est effectuée hors équilibre puisque ni I’homogénéité du
mélange ni I'équilibre chimique ne sont atteints au moment de la détection. Pour cette raison
Panalyse par FIA et les techniques qui en sont dérivées sont considérées comme des méthodes

cinétiques en mode d’analyse résolu dans le temps [24].

Généralement, les éléments principaux dun systéme d’analyse par FIA sont (i) des pompes
péristaltiques pour introduire '’échantillon et les réactifs, (i) une série de tubes en plastique pour
le transport et mélange de solutions, (iii) un systéme de vannes d’injection pour introduire dans le
systéme un volume constant d’échantillon ou de réactifs, et enfin (iv) un systéme de détection en

ligne (Figure 3).
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\ Représentation du phénoméne de dispersion J

Figure 3 : Schéma de principe d’un systeme danalyse par FIA et représentation du profil de distribution de
TI'échantillon injecté adapté de Technique de I'ingénieur [25] et [26]

Comme mentionné précédemment, la technique est basée sur la combinaison de trois facteurs :

» Linjection de I'échantillon - I'objectif ultime d'un systeme FIA est d'introduire un volume
précis d’échantillon dans un canal contenant un ou plusieurs réactifs en écoulement
stationnaire. La précision de I'injection doit permettre de toujours avoir un méme volume
d’injection et une zone occupée par I’échantillon dans le réactif apres I'injection
reproductibles.

» La reproductibilité dans le temps ‘ I'intégralité du systéme doit étre congue de telle sorte
que le temps de résidence de I’échantillon et des réactifs dans le canal de mesure soit
toujours le méme. Cela permet d’avoir un temps de réaction et de détection identique
entre les différents échantillons a analyser.

» La dispersion controlée ‘la clé de 'analyse par FIA est le contréle de la dispersion d'un
échantillon qui est injecté dans un écoulement de débit constant. En effet, dans une
analyse FIA le mélange de réactifs ne doit pas étre homogéne entre le point d’'injection et
le point de détection. Pour cela, en faisant varier le volume d’échantillon injecté, la
distance entre le point d’injection et le point de détection, ou en modifiant le débit du
réactif, il est possible de changer le profil de concentration de I’échantillon passant par le

détecteur (Figure 4).
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Figure 4 ° Représentation de la réponse absorptiométrique typique dune analyse FIA. A) Courbes
d’absorbance en fonction du volume d'échantillon, la hauteur du pic d’absorbance augmente avec le volume
d’échantillon injecté jusqu’a atteindre un état stationnaire. B) Dispersion d’'un échantillon injecté en fonction
de la longueur du canal traversé aprés injection [26].

Le principe décrit ci-dessus peut étre appliqué a la mesure d’acidité d'un échantillon par suivi
spectrophotométrique. Dans ce cas en particulier, lors de la mesure d’'un échantillon, la valeur de
labsorbance sera enregistrée a une longueur d’'onde et pendant un intervalle de temps définit. De
cette facon, pour une série de mesures sur des échantillons ayant une concentration différente,
chaque échantillon mesuré aura une courbe caractéristique représentant la variation de
Iabsorbance en fonction du temps, et donc une aire sous la courbe, bien définie. L’objectif
principal est de montrer qu’il existe une relation linéaire entre les différentes aires des courbes et
la concentration dans ’échantillon afin de permettre ’établissement d’'une droite d’étalonnage. Le
pH r’est donc pas mesuré directement sur I'échantillon mais indirectement a partir d'une droite

d’étalonnage, cette technique est appelée titrage par FIA.

Le fonctionnement normal d'une machine FIA consiste a injecter un échantillon dans un réactif
en écoulement (Figure 3), le nombre de réactifs pouvant étre augmenté par I'ajout d’autres voies
et pompes au systéme (Figure 5) [27]. Ceci sera important pour I'adaptation de la mesure de
Pacidité libre par ajout d’oxalates, pour laquelle il sera envisagé d’injecter 1’échantillon liquide
dans une solution d’oxalate de sodium porteur en écoulement, puis d’ajouter de ’hydroxyde de

sodium dopé avec un indicateur coloré pour rendre le mélange visible via un spectrophotomeéetre.
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Figure 6 - Schéma d’un systéeme FIA partiellement automatisé et permettant le mélange de deux réactifs
avec l'échantillon [27].

Dés son invention en 1975 l'analyse par FIA présentait de nombreux avantages tels que la
rapidité d’analyse, la répétabilité et 'automatisation partielle des différents éléments du systéme.
Cela est un avantage considérable pour l'analyse d’échantillons dont la manipulation est
dangereuse ou présente un cout élevé. Pour cela, la FIA et son concept ont été amplement utilisés
pour le développement des méthodes d’analyse de solutés dans différents domaines de la chimie,
de l'agronomie, des sciences de ’environnement, de la biochimie et de la microbiologie. Il faut
mentionner que 'analyse d’enzymes, de polluants dans l'eau, de l'acidité d'un échantillon parmi
d’autres ont été réalisées grace a 'adaptation de la technique a une diversité de techniques de
détection telles que la colorimétrie, la spectrométrie d’absorption atomique, la spectrométrie de
masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS), réfractométrie, la chimioluminescence, et

Pélectrochimie [28].

Linconvénient majeur des méthodes par mélange hétérogene de réactifs tels que la FIA, est la
difficulté de développer des procédures d’analyse du fait de la complexité du mélange réactionnel.
En effet, déterminer le volume, le débit, et 'ordre d’injection de chaque réactif dans le systéme est
compliqué du fait de la non-linéarité du mélange qui est formé dans le canal [29]. Cela implique
d’'une part, que les mélanges sont si complexes que les protocoles analytiques associés ne sont
finalement applicables qu’a un systéme chimique en particulier, et d’autre part, que la complexité
de la mécanique des fluides de mélanges rend compliquée la simulation assistée par ordinateurs.
Faute de maitriser la fagcon dont les réactifs sont mélangés, le temps de développement analytique

est rallongé a chaque fois que le volume, I'ordre d’'injection ou un des réactifs est modifié.

2.2.1.2. Analyse par Injection Séquentielle (Sequential Injection Analysis ou SIA)

L’analyse par SIA est une technique développée dans les années 90 dans le but d’améliorer les
performances et de corriger les défauts de 'analyse par FIA. Le principe d’opération de I'analyse
par STA est toujours basé sur un mélange hétérogene de réactifs mais contrairement a la FIA

Panalyse SIA est basée sur un débit discontinu des réactifs. Ceci permet le développement de

18



méthodes complétement automatisées en utilisant une quantité d’échantillon réduite (< 50 pL).
La rapidité des analyses (<20 par heure), la réduction du volume des déchets (< 3mL), le faible
volume de réactifs utilisés, la reproductibilité entre les mesures et la polyvalence de la machine
pour la création de méthodes programmables ont permis a ’analyse par SIA de se faire une place
dans le monde de l'analyse industrielle [30]. Un instrument de SIA intégre une pompe
bidirectionnelle, un hélicoide de mélange, une vanne multi-position (lab-on-valve) et un détecteur
(Figure 6), chacun des éléments pouvant étre programmable de facon indépendante et précise par

un langage de programmation de type « liste d’instructions ».

Sample
Reagent
Bidirectional ) . 0 o
pump 1
W/ [e o
Holding coil MP\.:
Standard 1 i
Wash
Standard 2 @;ﬁl)
Waste

Figure 6 - Schéma de principe présentant les éléments constituant une machine SIA [30]

Le potentiel d’automatisation et le principe d’opération d'une analyse par SIA sont similaires a
ceux de la FIA. Dans les deux cas, 'analyse est dépendante d’'un controle de la dispersion de
Iéchantillon. Cependant, contrairement aux systemes FIA, ou chaque réactif en écoulement a
besoin d’étre connecté au canal de mélange, dans les systémes SIA une seule vanne multi-position
centralise l'arrivée des réactifs et les empile séquentiellement dans le canal de mélange,
permettant ainsi la manipulation de plusieurs réactifs dans la méme méthode (Figure 7) [31].
L’utilisation d’'une vanne multi-position ayant au moins 4 entrées et 1 sortie pourrait permettre
I'injection des réactifs (oxalate, NaOH, indicateur coloré et échantillon d’acide) nécessaires pour la

mise en place d'une mesure de I’acidité libre par ajout d’oxalates.
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Figure 7 : Représentation schématique d’'une injection discontinue de réactifs pendant une analyse par SIA.
I, Ii et iii) empilage de réactif R et soluté S dans un canal de rétention ; iv) mélange des réactifs suite a une
inversion de flux, ce qui donne lieu a Ia formation d’une zone de produit P v) détection [31].

De plus, les pompes péristaltiques utilisées en FIA sont remplacées par des pompes seringues.
Les pompes offrent une plus grande précision sur les volumes manipulés et un meilleur controle
du débit des réactifs. Cette fonctionnalité a ouvert la possibilité d’échanger les canaux fluidiques
et les systemes de détection conventionnels par d’autres composants afin d’augmenter le nombre
d’opérations unitaires réalisables par un systéeme SIA. Il est donc possible d'intégrer en amont de
lanalyse une étape de pré-concentration, de dilution, de diffusion, d’extraction liquide-liquide,
d’extraction gaz-liquide, d’extraction en phase solide ainsi que de réactions chimiques et

biochimiques (Figure 8) [32].

Figure 8 - Schéma d’un systéme SIA présentant la diversité de composants pouvant amplifier le nombre
d'opérations unitaires accessibles [32].
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L’utilisation d’'une vanne multi-position qui centralise I'injection des réactifs/échantillons est
lPavantage majeur des systemes SIA. Premiérement parce que le volume d’échantillon n’est plus
limité a la taille de la vanne d’injection, comme c’est le cas de 'analyse par FIA. Deuxiémement
celle-ci évite I'écoulement continu des réactifs et par conséquent, limite le volume de déchets
(radioactifs dans notre cas) issus d'une analyse. Cependant, comme pour la FIA, la mise en ceuvre
de mélanges hétérogenes de réactifs est encore le facteur limitant pour le développement rapide

d’'une méthode d’analyse.

2213  Analyse par FIA multi-commutée (MCFIA)

De la méme maniere que pour la FIA conventionnelle, les méthodes d’analyse par MCFIA sont
basées sur une dispersion controlée et un mélange hétérogéne de réactifs. Néanmoins, par rapport
a la FIA, cette technique ne mesure pas le volume d’échantillon injecté dans le systeme mais le
temps d’injection, ce qui ajoute un facteur de plus sur la répétabilité entre les mesures puisque la
répétabilité du systéme n’est pas uniquement associée a la stabilité de la pompe péristaltique,

mais aussi a la précision de la mesure du temps d’injection d’un échantillon [33].

L’autre élément principal d’'un systéme MCFIA est la vanne solénoide a 3 positions. Celle-ci agit
comme un switch indépendant qui est contr6lé automatiquement par ordinateur. De cette fagon
I'injection des réactifs (<500 pL) est faite par le contréle de l'activation de la vanne se trouvant
initialement soit dans une position normalement ouverte (NO) soit dans une position
normalement fermé (NF) (Figure 9) [34]. Dans le cas de la mesure de I'acidité libre par ajout
d’oxalates et des besoins analytiques qui en découlent, I'utilisation de ce type d’arrangement de
vannes pourrait permettre I'injection de ’échantillon acide, de la base, du complexant et encore
d’autres réactifs de fagon indépendante. Cependant, par rapport a 'analyse SIA ou les réactifs
sont introduits dans le canal de mélange par un seul pousse-seringue, dans le cas de la MCFIA la
mise en écoulement de chacun des réactifs nécessite une pompe péristaltique (< 2 mL min'l) et
plusieurs vannes trois voies, ce qui augmente le nombre d’éléments électromécaniques a
nucléariser, sans compter la difficulté technologique (ou complexité) liée a la réduction de la taille

de ces deux éléments [35].
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Figure 9 - Schéma d'un systeme MCFIA conventionnel. Les vannes V1, V2, V3 et V4 sont des vannes a trois
voies et permettent le passage sélectif des réactifs vers le boucle de mélange [34].

2214 Analyse par FIA-on-chip

La R&D orientée vers la miniaturisation des systéemes analytiques est a la base de I’évolution
technologique des systémes FIA vers I'élaboration des microsystémes sur puce. Ces systémes
appelés « FIA-on-chip » ont un format portatif. De plus, la dimension interne des canaux de
quelques dizaines de micrométres (< 250 pm) minimise la consommation de réactifs, les besoins
énergétiques et la quantité de déchets issus par analyse. Les systemes FIA sur puce ont un débit
de fonctionnement aux alentours de 20 puLL min! pour des volumes d’injection d’échantillon de

moins de 10 pL (Figure 10) [36].

Figure 10 © Exemple d'une FIA-on-chip. Deux puces en paralléle sont utilisées pour effectuer l'oxydation
d'une molécule pharmaceutique, la détection est faite par chimioluminescence [56].

Par rapport aux systémes a plus grandes dimensions tels que la FIA, la SIA et la MCFIA, la FIA
sur puce offre la possibilité de déporter les différents éléments de controle (pompe, vannes,
détecteur) et de tout intégrer dans une seule puce. Dans le cas des détecteurs, les nouvelles

techniques de micro-fabrication ont ouvert la voie a des matériaux conducteurs permettant
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l'intégration de microélectrodes pour une détection électrochimique [37]. Les progrés dans le
micro-usinage ont été utilisés pour la fabrication de micro canaux sur des supports polymeéres
présentant des propriétés mécaniques et physicochimiques particuliéres (par exemple, des
matériaux donnant lieu a une déformation des canaux selon le passage d'un composé chimique,
ou par application externe au capillaire d'un débit de fluide perpendiculaire a 'écoulement). Quel
que ce soit le cas, la déformation du canal joue le role de vanne [38]. Finalement, les pompes
intégrées, mieux connues sous le nom de pompes passives, utilisent I’énergie potentielle et
I’énergie de surface pour le déplacement du fluide. Une pompe passive, par exemple, n’a pas de
pieces amovibles et ne nécessite pas 'apport d’'une énergie externe pour maintenir un débit de
fluide. Dans ce cas, le fluide est entrainé par les propriétés de surface des canaux, la géométrie du
canal, la pression de colonne du réservoir contenant les réactifs ainsi que les propriétés

physicochimiques des réactifs [39] (Figure 11).
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Figure 11 - Pompe passive intégrée dans une FIA sur puce. La relation entre le débit d’écoulement d’un
réactif et la pression hydrostatique est déterminée par I'angle d'inclinaison « a » du canal [39].

Actuellement, les applications des systémes de FIA sur puce se concentrent sur la biochimie,
notamment pour mettre en ceuvre des réactions enzymatiques et d'immunologie. Leur application
pour la mesure de l'acidité n’a pas encore été décrite dans la bibliographie, méme si visiblement
ces versions miniatures ont les mémes avantages que la FIA, et qui utilisent encore moins
d’échantillon par rapport a cette derniére. L’application des puces microfluidiques pour la mesure
de lacidité libre par ajout d’oxalates ne semble pas envisageable suite a la nature de leurs
matériaux de fabrication. Les microvannes intégrées au microsystéme par exemple, sont
normalement fabriquées en polydiméthylsiloxane (PDMS) [40], matériau connu pour subir de
forts effets de dégradation par radiolyse [41]. Pour cela, en vue de I'analyse de solutions a forte
acidité et contenant de la matiére radioactive, il faudrait plutot utiliser des microsystémes
fabriqués a partir de matériaux plus résistants tels que le verre ou le polyétheréthercétone
(PEEK). A savoir que selon lapplication, la fabrication de microsystémes avec ce type de

matériaux n’est pas triviale.
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2.2.2. Systémes de détermination de pH par gradients de concentration linéaires de
réactif

2221  Titrage volumétrique par ajout triangulaire

De facon a simplifier le travail de compréhension des phénomeénes a l'intérieur du canal de
mélange, NAGY et FEHER ont proposé en 1977 le titrage par ajout triangulaire. Cela représente
la premiere technique de titrage volumétrique en continu utilisant un gradient de concentration
linéaire. L’avantage de cette technique est la justesse de la mesure, qui est basée sur un vrai
titrage volumétrique. Contrairement aux méthodes FIA, ou il est ciblé un mélange hétérogene de
réactifs dans le canal afin d’obtenir un signal transitoire a évaluer dans le temps, dans le titrage
par ajout triangulaire l'objectif est de favoriser 'homogénéité du mélange entre les réactifs

jusqu’a la détection du point d’équivalence chimique entre les réactifs.

Le principe opératoire de cette technique est le méme que celui d'un titrage volumétrique mais
celui-ci est adapté pour fonctionner avec un écoulement continu de réactifs (< 1 mL min!). Dans
un titrage volumétrique classique, un volume variable de réactif est ajouté a un volume fixe
d’échantillon pour atteindre le point d’équivalence chimique. Ici, un débit variable de réactif
rejoint un débit fixe d’échantillon a l'entrée d’'un hélicoide de mélange (rayon < 250 pm)
suffisamment long pour s’assurer d’atteindre un mélange homogéne a la sortie du mélangeur. Si
un détecteur chimique est placé en sortie du canal de mélange et que le débit massique d'un des
réactifs peut étre augmenté graduellement, alors ’état d’avancement du titrage pourra étre suivi
ponctuellement jusqu’au point d’équivalence. La concentration de départ de 1’échantillon est
déterminée par la relation entre le débit massique du réactif et celui de '’échantillon a I'arrivée au
point équivalent du titrage. De plus, les auteurs ont proposé de mesurer le temps de passage d'un
débit initial jusqu’au débit au point d’équivalence, puis d’effectuer la méme mesure en faisant
varier le débit de retour au débit initial. Le double passage donnant lieu a un graphique
triangulaire, permet de minimiser ’erreur sur la justesse de la méthode provenant du délai entre
le temps d'introduction et de détection du réactif, ainsi que l'effet de dilution engendré par le taux

de variation du débit de réactif (Figure 12) [42].
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Figure 12 :@ Description graphique du programme d'addition triangulaire de réactifs pour le titrage

volumétrique en continu d'un échantillon. Dr = Débit massique du réactif; n = constante ; t = temps ; 2t =
durée totale du programme [42].

D’un point de vue pratique, le protocole analytique pour un titrage par ajout triangulaire contient
trois éléments principaux : le taux de variation du débit du réactif, le débit de I’échantillon et le
temps pendant lequel le débit du réactif augmentera jusqu’au point d’équivalence. De cette
maniéere, pour développer une méthode d’analyse mettant en oceuvre cette technique il faut

prendre en compte deux aspects d'importance :

- Premierement, il faut un systéme de détection en continu adapté a la taille du systéme et aux
caractéristiques chimiques de la phase liquide. De plus, la réponse du détecteur doit étre linéaire
par rapport a la concentration du réactif dintérét et sélective envers les sous-produits

indésirables.

- Deuxiémement, il est nécessaire de définir un taux d’ajout de réactif afin d’assurer un débit de
travail en accord avec un systéme de détection. Il faut ajouter que, puisque le taux de variation du
débit du réactif est constant, la procédure revient a générer un gradient de concentration linéaire
[43]. De plus, ces gradients de concentration sont générés par des micro-pompes contrdlés

automatiquement par ordinateur.

L’avantage de la technique est I'utilisation d’'une électronique embarquée pour minimiser le
temps de réponse du systéme ainsi que pour effectuer une auto-calibration des pompes. Ces deux

facteurs garantissent la fiabilité entre la puissance imposée a la pompe et le débit réel des fluides.
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Du c6té instrumental et mécanique, la mise en ceuvre des titrages triangulaires peut également
étre faite en utilisant un systeme FIA, du fait de la ressemblance des principes d’opération
(I’écoulement de deux réactifs en paralléle qui s'unifient dans un canal de mélange muni d’un

détecteur). (Figure 13) [44].

CET

Figure 13 - Schéma d’un systéme de titrage volumétrique par ajout triangulaire. La ressemblance avec un
systéme FIA permet 'adaptation simple de ces systémes pour les titrages triangulaires [44].

Les avantages mentionnés précédemment permettent d’envisager l'utilisation du principe des
titrages triangulaires pour la mesure de l'acidité libre par ajout d’oxalates. Comme montré dans
la figure 13, 'écoulement des réactifs peut étre adapté pour former, a débit constant, un premier
mélange entre l’échantillon acide et l'oxalate de sodium. Ensuite, la solution obtenue sera
mélangée a nouveau, avec un écoulement variable, cette fois-ci, d’hydroxyde de sodium dopé avec
un indicateur universel. Un des inconvénients de la technique est l'obligation d’avoir un
écoulement continu d’échantillon (dés la formation du premier mélange et jusqu’a I'obtention du
point équivalent du titrage par variation du débit de la base), ce qui se traduit par un plus grand
volume d’échantillon nécessaire pour I'analyse par rapport aux techniques FIA (out le volume
d’échantillon nécessaire est fixé au volume de la vanne d’injection). Néanmoins, utiliser un
gradient de concentration linéaire facilite le développement d'une méthode d’analyse, puisqu’il
suffirait de faire varier linéairement le débit de la base pour atteindre le point équivalent du

titrage et donc, remonter a la concentration initiale de I’échantillon d’acide.

2222  Titrage par systéemes a dilution combinatoires

Les systémes de dilutions combinatoires comportent un réseau de canaux embarqués (rayon < 250
um), configurés géométriquement de telle maniére, que deux ou plusieurs réactifs s’écoulant en
paralléle (<100 pL min?) soient partiellement mélangés a leur passage par le réseau de canaux
par transport convectif et diffusif. Les dilutions obtenues, ayant chacune une concentration de
réactifs différente, sont aussi considérées comme des gradients de concentration, bien qu’elles ne
soient pas linéaires, elles sont reproductibles et constantes dans le temps [45]. En général, les

gradients de concentration dans ce type de systémes varient en fonction de deux parameétres, le
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débit d’introduction des réactifs et la configuration des canaux. Ce dernier parametre revét un
caractére innovant dans cette technique, puisque I'arrangement entre les canaux peut prendre
une forme linéaire, radiale ou encore un mélange entre les deux (Figure 14). Finalement, les
systémes a dilution combinatoire sont normalement utilisés pour I'étude rapide de systémes de
réactions chimiques, dont les réactions acido-basiques. Ceci est di au fait de la polyvalence du
systéme pour modifier le gradient de concentration, ou le ratio molaire entre les réactifs lorsque le

débit d’au moins une des espéces vari.
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Figure 14 : Exemple de systémes de titrage a dilution combinatoire. A) Systéme de génération de gradients
de concentration paraboliques [46]; B et C) Systéme de génération de gradients de concentration radial,
l'entrée dans le systéme est faite par l'extérieur et la détection est concentrique [47], [48]; D) Systéme de
génération de gradients de concentration linéaires, l'entrée est faite par 4 et 5 et le gradient de concentration
linéaire est détecté a l'extrémité du microsystéme entre 16 et 9 [49] ; E) Systéme de génération de gradients
par pontage de canaux, les canaux perpendiculaires 2 et 3 permettent le transfert de matiére entre les
fluides coulant a travers les canaux 7 et 5 [50].

L’avantage majeur des systémes mettant en ceuvre une dilution combinatoire est la possibilité
d’étudier plusieurs rapports réactif / soluté instantanément. En effet, cela devient possible
lorsqu'un gradient de concentration linéaire est généré dans la largeur du microsystéme (Figure
14; D). Si ce principe est appliqué a une réaction acido-basique chaque point du gradient
représente un rapport acide-base spécifique et si le suivi de la réaction est effectué par

colorimétrie il suffit alors de regarder pour quel rapport de concentration acide-base l'indicateur

universel change de couleur.

La sensibilité de la mesure dans ce type de titrage est donnée principalement par le nombre de

points du gradient, c’est-a-dire, par la quantité de canaux en parallele a travers lesquels le
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gradient se crée, mais aussi par I’étude pratique du systéme permettant de déterminer le rapport

acide-base qui existe dans chaque micro-canal pour un débit déterminé.

L’inconvénient de ces systémes de titrage est que la précision de ’écoulement est dépendante de
« ’homogénéité » de la géométrie des micro-canaux, parametre qui sera plus ou moins compliqué
a régler selon les dimensions des micro-canaux et la nature du matériau de fabrication du

microsystéme [51].

22283  Systeme de titrage par gradients linéaires de réactif générés par diffusion

Il a été montré que les gradients de concentration linéaires facilitent la compréhension des
phénomeénes de mélange a l'intérieur d'un canal [52]. Cela est important afin de faciliter 'étude
de systémes de réaction acide-base, dans le cadre du développement de véritables titrages
volumétriques en continu [17]. Cependant, faire varier la vitesse d’ajout du réactif ou l'utilisation
d’'un réseau embarqué de canaux ne sont pas les seules techniques existantes pour former un
gradient. Il existe d’autres méthodologies mettant en ceuvre des régimes de dispersion et de
diffusion spécifiques. Par exemple, ATENCIA et son équipe ont développé une « palette micro-
fluidique » intégrant deux phénomenes de transport complétement découplés. Aux extrémités du
microsysteme a lieu le transport convectif des réactifs afin de créer une source a concentration
constante, alors qu’'au centre du microsystéme est implémenté un micro-canal ot un gradient de
concentration linéaire est généré par diffusion simple (Figure 15) [53]. La méthode mise-en-ceuvre
nécessite plus d'une heure pour stabiliser le systéme eau-tampon-fluorescéine, et plus d'un quart
d’heure pour la formation d'un gradient de concentration linéaire constant dans le temps.
MOSADEGH et son équipe ont développé un autre microsystéme capable de générer 3 profils de

gradients différents (Figurel6) [54].
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Figure 15 : Générateur de gradient par diffusion 1-D et 2-D. a) Schéma de principe d'un générateur de
gradient par diffusion 1-D, la diffusion est produite a l'interface entre le canal de convection et le canal de
diffusion en faisant correspondre les débits d'entrée et de sortie ; b) Schéma de principe d’un générateur de
gradient par diffusion 2-D [55].

Figure 16 * Principe de fonctionnement d'un générateur de gradient par diffusion 1-D. a) Schéma pour
Tobtention d’'un gradient de concentration non-linéaire « al » par diffusion 1-D. La diffusion est produite a
l'interface entre les canaux de dispersion « sink » et « source » ; b) Schéma pour I'obtention d'un gradient de
concentration linéaire « b1 » ou non linéaire « b2 » par diffusion 1-D [54].

La faible vitesse de formation du gradient obtenu par diffusion simple, permet la gestion et le
traitement d’échantillons dans le domaine de la biochimie et la biologie. En effet, le débit obtenu
par les techniques dispersives risque d’endommager les cellules, les enzymes ou d’autres

échantillons & membranes fragiles [55]. Néanmoins, les réactifs a utiliser dans le contexte de la
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thése sont insensibles a la vitesse volumétrique. De plus, les réactions acido-basiques sont en
général de l'ordre de quelques microsecondes [56]. La formation d'un gradient en plus d'une heure
n’est pas compatible avec les exigences du cahier de charges du projet. Ce délai par analyse est en

effet un facteur limitant pour la vitesse de fonctionnement d’'un laboratoire d’analyse de routine.

2224  Systéme de titrage par gradients linéaires de réactif générés par
dispersion

Une autre innovation dans la formation de gradients de concentration linéaires via des
phénomeénes dispersifs et diffusifs a été développée en 2003 par MAGNALDO et DAVIN. Le
brevet de principe résultant de leurs travaux utilise une pompe péristaltique pour introduire
I’échantillon, et un pousse-seringue de 500 uL pour délivrer une solution de soude dopés avec du
bleu de bromothymol (BBT) (Figure 18). L’échantillon et la solution de soude arrivent de facon
perpendiculaire vers un embranchement en forme de T qui conduit a la sortie vers un capillaire
droit de 500um de diameétre et 20 cm de longueur. La mise en application du brevet est donnée
par (1) Pécoulement de I’échantillon acide noté « E » jusque dans le capillaire droit de sortie et (2)
I'injection instantanée d’'une quantité fixe de soude venant du pousse-seringue dans le méme
capillaire de sortie. Une telle procédure permet la génération d'un gradient de concentration tout
au long du capillaire de réaction. A partir de cela, deux différentes zones peuvent étre identifiées
sur la longueur du capillaire selon le pH du mélange, une zone jaune de pH acide et bleu de pH
basique. La réaction le long du capillaire est enregistrée au cours du temps par une barrette de
photodiodes. Aprés I'étalonnage de la réponse entre le signal détecté et la couleur du BBT il est
possible de remonter 4 une valeur de lacidité de 1’échantillon. Cela simplifie le travail de
compréhension des phénomeénes a l'intérieur du canal de mélange et permet, pour la premiére

fois, le développement de procédures analytiques génériques (Figure 17) [57].
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Figure 17 : Exemple de montage pour un titrage volumétrique par dispersion de Taylor — Aris [57].

Le brevet peut étre expliqué par la nature de I’écoulement a 1’échelle microfluidique. En dehors
des effets électrocinétiques, les écoulements micro-fluidique se caractérisent par une forte
dispersion de vitesse dans la section centrale des canaux. Par exemple, pour un écoulement entre
deux plans paralléles et avec un faible nombre de Reynolds (Re=Forces d’inertie/Forces
visqueuses < 100) le profil de vitesse est parabolique. Dans ce cas particulier, la vitesse au centre
est 1,5 fois plus grande que la vitesse moyenne, alors que la vitesse au niveau des parois est
quasi-nulle (Figure 18). Ce profil de vitesse parabolique a été étudié par Taylor en 1953, qui a mis
en écoulement une espéce coloré a l'intérieur d’'un tube capillaire préalablement rempli d’eau.
Cela afin de déterminer s’il y a de possibles interactions entre le profil de vitesse de I'écoulement
et le transport de matiére de I'espéce colorée. A la fin, les résultats qu’il a publiés ont été les bases
de ce qui est connu aujourd’hui sous le nom de dispersion de TAYLOR-ARIS, qui considére que la
relation entre profil de vitesse et le transport de matiére est donnée par un coefficient de diffusion
effectif, et qui est appliqué a toute espéce aqueuse en écoulement dans un canal droit. En effet, ce
coefficient est la somme du coefficient de diffusion thermique de I'espéce plus et d’'un coefficient
relatif au rapport entre le transport dispersif et le transport diffusif (Equation 1) [58]. De cette
maniére, il décrit que lorsque la vitesse de ’écoulement est trés élevée, le coefficient de diffusion
effectif de l'espece est dominé par le terme du transport dispersif de I’équation. Ce qui veut dire
que la dispersion liée au transport de matiére sera gouvernée par le profil de vitesse généré par
I’écoulement. Dans le cas contraire, lorsque la vitesse de I'’écoulement est trés faible, le coefficient
de diffusion effectif sera dominé par le terme diffusif, ce qui veut dire que le transport de matiere
sera fait uniquement par diffusion simple. A la fin, la conclusion la plus importante des travaux
de TAYLOR est quil est possible de calculer la vitesse d’écoulement, et donc un temps, pour
lesquel le transport de matiére est uniquement dispersif, phénomeéne qui donne comme résultat la
formation d’'un gradient de concentration linéaire au long du capillaire. Dans le cas du montage

expérimental utilisé par TAYLOR, qui comprend d’un capillaire cylindrique de 0,25 millimétres
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de rayon interne (h) et 75 cm de longueur (L), pour qu'une solution de permanganate de
potassium (coefficient de diffusion thermique; Dw = 0,7 x 10% cm? s1) soit uniquement
transportée par convection, il faut que celle-ci soit transportée a une vitesse plus élevée que 12 cm
s1(Ux> L Duy 3,8/ B?). Or, étant donné que la longueur du capillaire et la vitesse sont liés par le
temps, cette équation peut étre aussi exprimée en temps et donc il faudrait que le transport du
permanganate se fasse dans un temps plus court que 6,2 s (t < A% 3,8 D). Pour des vitesses
d’écoulement plus faibles que 12 cm s, ou des temps de transport plus élevés que 6,2 s, le
transport du permanganate sera fait par un mélange entre diffusion et dispersion et il ne sera pas
possible de le faire disperser de telle sorte qu’il forme un gradient de concentration linéaire

(Figure 19) [59].

=Dt

Figure 18 - Couplage entre la dispersion de vitesse et la diffusion selon la théorie de dispersion de Taylor-
Aris pour un écoulement de Poiseuille [58].

E’qua tion 1 - Coefficient de diffusion effectif. U = vitesse moyenne ; h = hauteur ;s Dy, = coefficient de diffusion
d'origine thermique de I'espéce [58].
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Figure 19 - Illustration de la dispersion de TAYLOR publiée en 1953, qui montre la relation entre la vitesse
de l'écoulement avec le transport de matiere. L'axe des ordonnées montre le profil de concentration relative
du colorant dans le capillaire. L'axe des abscisses est une normalisation entre les profils de concentration
afin de pouvoir comparer entre les différents régimes (temps) d'écoulement. Dans toutes les expériences le
colorant a été laissé couler jusqu’a la fin du capillaire, dans tous les cas la vitesse moyenne de I'écoulement
et le temps darrivée a la fin du capillaire ont été enregistrés ; x = position dans le capillaire ou la mesure du
colorant a été faite; t = temps découlement total; % Uy = vitesse moyenne de I'écoulement. Dans le
graphique est montré le transport d’'une espéce colorée le long d’un capillaire de 1 mm de diamétre interne et
75 cm de longueur. Dans un régime balistique (¢ < 0,43 h¥Dth = 6,2 secondes) I'espéce colorée parcourt Ia
totalité du capillaire en 1,6 secondes, a cette vitesse le transport dispersif est dominant et l'espéce est
transportée avec le profil de vitesse de I'écoulement. Dans un régime long, I'espéce colorée parcourt la moitié
du capillaire en 11 220 secondes, a cette vitesse le transport de matiére est fait majoritairement par
diftusion simple. Les autres courbes sont des régimes intermédiaires et ou le coefficient de diffusion effectif
est une combinaison entre un transport diffusif et dispersif [59].

Souvent les systémes analytiques avec circulation permanente de réactifs, comme les systémes
FIA, les méthodes par ajout triangulaire ou les systémes a dilutions combinatoires, ne peuvent
pas étre utilisés de facon systématique a cause de leur grande consommation de liquide vecteur et
de réactif. En effet, cette consommation continue génére une grande quantité d’effluents pouvant
présenter, dans certains cas, des risques pour 'homme, comme les solutions radioactives ou
certaines solutions biologiques. De plus, ces systéemes nécessitent l'utilisation de vannes, d'une
chambre de mélange ou d'un réseau multiple de canaux, ce qui nécessite une étape technologique
supplémentaire non-triviale pour leur fabrication et leur miniaturisation. Le principe d’opération
des titrages par dispersion est semi-continu et ne nécessite pas I’emploi d'un liquide vecteur pour
Iécoulement des réactifs, ce qui apporte une solution technique aux problémes de
surconsommation d’échantillon et de réactifs. De plus, comme pour le titrage triangulaire, les
titrages par dispersion proposés par MAGNALDO et DAVIN peuvent étre adaptés a des systémes
FIA ou SIA. Malgré les avantages que présente la génération rapide de gradients de
concentration linéaire pour effectuer des titrages volumétriques, seul le concept a été démontré.
Aucun systéeme d’analyse et aucune technique d’analyse ne sont pas encore existants pour le
titrage acide-base a 1’échelle micrométrique. Enfin, sachant que les gradients de concentration

sont formés uniquement dans un canal droit, il faudrait également développer un moyen
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d’adapter le principe de ce type de titrage a la mesure de I'acidité libre par ajout d’oxalates, ou la
mise en ceuvre nécessite I'injection dans le systéme et, plus précisément, dans le mélange, d'un

échantillon acide, d'une base, d'un indicateur coloré et d'un complexant.

3. Critéres techniques a satisfaire pour le titrage volumétrique de l'acidité
libre d’échantillons irradiés

Habituellement, avant le développement de toute méthode d’analyse il est nécessaire de définir
également la propriété intensive ou extensive de 1’échantillon a mesurer, tout comme le type
d’analyse, qualitatif ou quantitatif, qui est requis pour couvrir les besoins du laboratoire.
Cependant, dans le cas de I'industrie radiochimique, une étape complémentaire qui consiste en
une étude permettant de montrer qu’il est effectivement possible d’utiliser le systéme analytique
choisi pour un travail dans un environnement radioactif est requise. L’étude en question doit

permettre de s’assurer que :

Les dimensions du systéme analytique sont compatibles avec ’espace ou il sera confiné
Les matériaux de fabrication du systéme ont une résistance suffisante aux phénomeénes
radiologiques auxquels la machine sera exposée

La quantité d’échantillon nécessaire pour 'analyse est cohérente avec la quantité qui est
disponible ou encore avec la quantité de matiére avec laquelle il est possible de travailler
(sureté nucléaire)

Les performances analytiques de la technique, une fois celle-ci nucléarisée, restent en

accord avec les attentes.

Le défi que représente 'utilisation d'une technique analytique dans le milieu radioactif impose

d’aborder trées tot le sujet dans les phases de développement analytique.

Dans le cas de la these, l'objectif est de mesurer l'acidité libre d'un échantillon provenant du
procédé de retraitement de combustible irradié (contenant des cations hydrolysables), notamment
de I'étape de dissolution. Le parc de réacteur nucléaire Francais étant essentiellement constitué
de Réacteurs a Eau Pressurisée (REP), le combustible essentiellement utilisé est constitué de
dioxyde d’uranium 238 (UO3) et est enrichi en uranium 235. Aprés avoir été consommé dans les
réacteurs la teneur en uranium 238 se voit réduite a 94%, le cumulé restant est constitué
d’environ 1% duranium 235, 1% de plutonium et des impuretés telles que l'américium, le

technétium, neptunium et des terres rares [60].

Avant d’extraire les impuretés et de ne récupérer que I'uranium avec le plutonium, les pastilles de
combustible irradiés doivent d’abord étre dissoutes dans un bain d’acide nitrique ayant une
concentration initiale de 8 mol L1, et sous une température d’opération comprise entre 70 et

110 °C [61]. Pendant cette étape de dissolution, le dioxyde d’uranium est oxydé en nitrate
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d’uranyle et la solution finale contient généralement de I’acide nitrique concentré a 3 mol L1, du
nitrate d’'uranyle a 1 mol L1 plus une diversité de produits de fission ayant une concentration
inférieure a 1 mol L1 [62]. Néanmoins, dans le cadre de la thése, pour faciliter le développement
de la méthode et avant 'analyse d’échantillons de « type procédé », les premiers travaux ont été
réalisés sur des échantillons ne contenant que 1 mol Li'! de dioxyde d'uranium sous sa valence VI
(U022*) dissous dans de l'acide nitrique 3 mol L fournis par la Commission d’Etablissement des
Méthodes d’Analyse de Marcoule (CETAMA). Reconnaitre la nature chimique des échantillons a
analyser, a été la premiére étape de la thése et a permis la délimitation du domaine d’analyse

pour lequel seront développées les solutions a I’échelle milli et micro.

Bien avant le choix du systéme analytique a mettre en ceuvre, il est nécessaire de comprendre les
enjeux chimiques autour de la mesure de I'acidité libre. En effet, les cations d'uranyle en tant que
puissants acides de Lewis, sont capables de dissocier un proton H* de la molécule d’eau pour
former des complexes avec les ions OH- résultant de la dissociation, les ions H* dissociés
s’ajoutent aux ions H* de I’échantillon de départ et représentent une source d’erreur systématique
vis-a-vis de la mesure d’acidité de ce type d’échantillon. Ce phénomeéne mieux connu sous le nom
d’hydrolyse du dioxyde d'uranium a été observé dans la littérature dans une large gamme de pH
comprise entre 3 et 12. L’hydrolyse est d’autant plus favorisée que la concentration en uranyle ou

que la force ionique de la solution sont élevées (Figure 20) [63, 64].

1.00~
a) b) =
0.60
100 -
| (UO5)5(OH)s voz* {
\ ~ 040F J-.'-:’_.‘"
60 4 /
%U0, :
40 1
Q.20 .
; (UO,):(OH)4 ; U0,),{CH),
2" - (L(): }:(()H]: (L():l'{(()H]— ﬁl_::.rf!;
J0, y” J/ .
UO,(OH) //// (UG, (OH)
v 0.00 . )
3 4 5 6 " L -

pH pH

Figure 20 - Diagramme de distribution des espéces hydrolytiques de I'U(VI) lorsqu’il est dissous dans I'eau a
différents pH et a 25 °C, a) Systéme a faible concentration d’uranyle, Cvoz = 0.001 mol I ; Cseis = 0.5 mol I
[63] ; b) Systéme a moyenne concentration d'uranyle. Cvoz = 0.01 mol I''; Csels = 0.5 mol I [64].

L’échantillon de départ étant de l'uranyle dissous dans l'acide nitrique 3 mol L1, dans ces
conditions le pH de la solution est inférieur a 3 et aucune réaction d’hydrolyse ne se produit.

Cependant, lors d’un titrage volumétrique une base est normalement ajoutée jusqu’a atteindre le
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point d’équivalence chimique a pH = 7, et comme indiqué dans la littérature, plusieurs produits

d’hydrolyse seront formés entre pH 3 et 7 (Réaction 1) [64].

k1
1) UOZ* + H,0 - UO,0H* + H*

k-1

k2
2) 2003 +2H,0 = (U0,),(0H),* + 2H*
2

k3
3) 3U03 +5H,0 2 (U0,);(0H)s* + 5H*
k-3

Réaction 1 :© Réactions d’hydrolyse ayant lieu dans une solution aqueuse contenant du dioxyde duranium
(VD) a un pH inférieur a 6. Parmi les différents produits d’hydrolyse, cest le (UO2)2(OH)»** qui prédomine
avec une vitesse de formation moyenne de ks = 116+-6 mol? s dans Un milieu chimique NaClOq+ 4 25 °C [64,
65/

Pour minimiser I'influence de I’hydrolyse des cations sur la mesure d’acidité, il a été proposé dans
la littérature soit de faire précipiter ou de complexer les cations d’uranyle par ajout d’anions
complexants [66, 67], soit de les extraire sur colonne d’échange d’ions [68]. Néanmoins, dans la
pratique c’est bien la méthode, par complexation, (méthode G.23 de la CETAMA) qui est
actuellement utilisée dans 'usine de retraitement ’AREVA La Hague. La méthode en question
fonctionne selon le méme principe opératoire que la méthode proposée par MAYANKUTTY [69],
qui permet de mesurer I'acidité libre de solutions de nitrate d’'uranyle par ajout d’anions oxalate

en tant qu’'agents complexants.

Le choix de la méthode d’ajout d’oxalates n’est pas aussi trivial, il est connu que les ions actinide
dont l'uranyle, forment des complexes forts avec les anions oxalate lorsque le milieu chimique est
placé entre un pH 0 et 6, ce qui favorise la complexation des ions actinides lors du titrage de

Iéchantillon acide avec une base. (Réaction 2) [70].

k1
Uoz* +pC,0,*~ [UOZ(C204)p](2_2p)_
k=1

Réaction 2 : Réaction de complexation ayant lieu majoritairement dans une solution aqueuse contenant du
dioxyde d’uranium (VI) 2 un pH compris entre 0 et 6. Le complexe prédominant est le UO2(C204)7" avec une
vitesse de formation moyenne de ki = 1600 + 0.025 mol! s en milieu chimique NaClOsa 25°C [70] [71]

En faisant une comparaison entre les zones de pH permettant la réaction d’hydrolyse et de
complexation, il est évident qu’entre pH 3 et 6 les deux réactions peuvent avoir lieu et il doit donc
exister un équilibre chimique favorisant une réaction plutét que 'autre. Au-dela du fait que les
complexes uranyle-oxalate sont trés stables dans le temps et qu’ils sont formés au moins 10 fois
plus rapidement que les produits d’hydrolyse [71], MANFREDI a démontré expérimentalement
qu’il existe aussi une corrélation entre le pH, le rapport des concentrations (oxalate)/(uranyle) et

la quantité de produits d’hydrolyse formés. De forme généralisée, MANFREDI a montré que
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loxalate doit étre au moins 5 fois plus concentré que l'uranyle pour éviter la formation de

produits d’hydrolyse dans une solution ayant un pH compris entre 3 et 6 (Figure 21) [72].

(C,0,7] by
ToZi= 0 1

pH

Figure 21 : Diagramme indiquant la relation existante entre le pH, le rapport Oxalate/ Uranyle et les
produits d’hydrolyse. Un rapport oxalate / uranyle de 5 est suffisant pour éviter la formation de produits
d’hydrolyse pour des pH < 6. Z = nombre moyen d’ions OH couplés par cation [UO2/?* totaie [72].

En plus de l'étude bibliographique décrivant la relation entre le pH de la solution et la
concentration des réactifs avec les différentes especes en solution formées, un logiciel de
spéciation spécifiquement développé pour la simulation de 1'état d'équilibre de systémes aqueux
complexes (CHESS) [73] a été utilisé afin de mieux caractériser 'environnement chimique qui
favorise la réaction de complexation et qui évite la formation de produits d’hydrolyse. Pour
effectuer les calculs d’équilibre chimique assistés par ordinateur, il a été utilisé la méthode
numérique de Newton-Raphson, ainsi que le modéle de Davies pour la correction des constantes
d’activité. Tout de méme, les constantes d’équilibre chimique pour les équations 2 et 3 ont été

obtenues a partir d'une base de données d’études expérimentales internes au CEA (Annexe 2).

Ainsi, deux études ont été identifiées comme indispensables pour s’assurer du bon
fonctionnement de la méthode d’analyse de l'acidité libre par ajout d’oxalates, proposée par
MAYANKUTTI. La premiere des études concerne, a partir des concentrations des réactifs défini
au préalable par Pauteur de la méthode analytique, la définition du rapport des concentrations
[oxalatel/[uranyle] nécessaire pour complexer un minimum de 99% des ions uranyle présents
dans ’échantillon (Figure 22). La figure 22 présente l'erreur relative sur la mesure de l'acidité
libre liée au défaut de complexation des ions uranyle. Cette premiére série de simulation montre
quil faut conserver un rapport molaire supérieur a 3 pour conserver une complexation
quantitative des ions uranyle et limiter I'erreur sur la mesure d’acidité libre liée a I’hydrolyse des

ions uranyle libres dans la solution.
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Figure 22 : Erreur relative sur la mesure de l'acidité libre lors de la variation du rapport entre les anions
oxalate et les cations uranyle. La concentration doxalate a été fixée a [C204F= 0,25 mol L et les valeurs
[UO2/?* ont été adaptées a cette concentration. Dans la méthode par ajout doxalates, le point de titrage est
fixé a pH=5,6.

La seconde série de simulations, quant a elle, concerne I'influence du pH de la solution sur le
rendement de la réaction de complexation entre I'uranyle et l'oxalate (Tableau 2). En effet, nous
avons pu voir que la mise en ceuvre d’'une solution de titrage miniaturisé en systéme fluidique
impose de passer par des étapes de mélange non homogéne, pendant lesquelles des gradients de
concentration et de pH linéaires et non linéaires peuvent coexister. Il est donc important de
connaitre les conditions limites pour s’assurer d'un titrage d’acidité libre sans interférence des
ions uranyle. Le tableau 2 résume pour des pH allant de 3 4 8 la forme prépondérante des espéces

uranyle en solution et le pourcentage de cations complexés.

Tableau 2 :@ Résultats de la simulation CHESS montrant Il'influence du pH sur le rendement de Ia
complexation entre I'uranyle et les oxalates. La concentration totale des réactifs dans la solution simulée, est
celle définie par MAYANKUTTI et contient [HNOs] =0,15 mol L, [UO2/?*=0,05 mol L et [C204 =0,25 mol
L (pour un rapport oxalate - uranyle de 5 ° 1). Le tableau montre uniquement les dérivés d’uranyle les plus
abondants.

pH de la . - [UO»*"] % de cations
. Espéces chimiques 4 .
solution (mol L) complexés
2]
3 U0(C,04), 0,0498 59,8
U0,(C,04) 0,0001
2]
A U0(C,04), 0,0498 59,8
U0,(C,04) 0,0001
12
5 U0,(C;04); 0,0499 99,8
U0,(C,04) 0
12
6 U0,(C;04); 0,0499 99,8
U0,(C,04) 0
12
7 U0,(C;04); 0,047 93,28
Na,U,05 (solide) 0,0041
12
g U0(C204), 0,0033 .
Na,U,05 (solide) 0,023
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Les résultats obtenus par simulation sont en accord avec la littérature. En régle générale, pour
maximiser la quantité d’ions uranyle complexés il faut travailler a un pH inférieur a 6 et veiller a
conserver un rapport de concentrations [C204]2/ [UO2]2* > 5. Ne pas respecter ces conditions de
travail entraine la formation de produits d’hydrolyse ou encore la formation de précipités solides
(tableau 2; pH 8). Un point faible de la méthode par oxalates réside dans le fait que le sel
d’oxalate utilisé (I'oxalate de sodium) n’est soluble qu’a une concentration < 0,25 mol L'l en milieu
aqueux. Cela implique qu'un échantillon normal de procédé ayant [UO2]2* = 1 mol L't devra étre

dilué au moins 20 fois pour garder un rapport de concentration de 5 pendant 'analyse.

En conséquence, une étape supplémentaire de dilution de I'échantillon doit étre ajoutée en amont

de la complexation et du titrage.
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4. Choix de la technologie en fonction du cahier des charges du projet

L’étude bibliographique développée dans ce chapitre délimite le panorama des moyens
technologiques disponibles de nos jours pour revisiter la méthode de mesure de l'acidité libre
utilisée dans les usines de retraitement/recyclage des déchets nucléaires. L'objectif ultime est de
simplifier les opérations et automatiser 'analyse tout en réduisant les volumes de réactifs et
d’effluents mis en jeu. Pour arriver a cela, il a fallu appréhender la technique actuelle et
déterminer les systémes d’analyse existants sur lesquels adaptation de la mesure de l'acidité
libre est possible ou proposer les développements techniques permettant cette adaptation. Dans
ce contexte la mesure de l'acidité libre par ajout d’oxalates a été identifiée comme la méthode
d’analyse a faire évoluer pendant les travaux de theése. Cela est 1ié a la capacité de 'oxalate a
complexer les ions uranyle en milieu acide. Cette méthode se déroule en 2 étapes, une premiere
étape appelée inhibition de ’hydrolyse, ou les cations d’uranyle sont complexés avec de l'oxalate
de sodium, suivie de 'étape de titrage de l'acide nitrique par l'ajout d’hydroxyde de sodium. A
partir d'une étude sur I'inhibition de la réaction d’hydrolyse, il a été déterminé que la méthode
analytique développée doit étre capable de conserver un rapport 5 entre la concentration d’ions
oxalate et uranyle, ainsi que de travailler en dessous de pH 6 afin de complexer plus du 99% de
l'uranyle contenu dans I’échantillon. Le systéeme d’analyse devra également étre suffisamment
polyvalent pour permettre la dilution d’'une fraction de ’échantillon avec de 'oxalate de sodium,
qui sera ensuite re-mélangé avec une quantité d’hydroxyde de sodium, évoluant progressivement,
jusqu’au point équivalent du titrage. De plus, les volumes de travail du systéme d’analyse doivent

étre compatibles avec le dispositif utilisé pour la détection et la mesure de I'acidité de la solution.

Ainsi, les différentes techniques et systémes analytiques décrits dans ce chapitre ont été analysés
en partant du cahier des charges du projet et des exigences mécaniques, méthodologiques et

physicochimiques liés a la méthode par ajout d’oxalates.
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Systéme

d’analyse

Analyse FIA

Analyse SIA

Analyse MCFIA

Tableau 3 - Forces et faiblesses des diftérents systémes d'analyse pour la mesure d'acidité en continu

Forces Faiblesses

Couramment utilisée en industrie pour des analyses offline, at-
line et online.

Opération automatique, simple et robuste

Utilisation ne nécessitant pas de qualification particuliere de
I'utilisateur

Rapidité de I'analyse (< 5 min en moyenne)

Matériel résistant aux conditions d’opération industrielles
Utilise de basses pressions d’opération

Peut combiner plusieurs opérations unitaires en série

Volume d’échantillon < 50 uL

Débit des réactifs < 3 mL min-1

Taille des canaux <1 mm

Mémes avantages que I'analyse FIA.

Un pousse seringue remplace la pompe péristaltique, ici la
précision est dépendante de la position de la seringue et non
plus de la stabilité du débit de la pompe. Ce qui permet un gain
en précision sur la mesure

Une vanne multi-position remplace la vanne a deux voies pour
Iinjection de I’échantillon et de tout autre réactif. Pour
augmenter le nombre de réactifs a injecter il suffit de changer
le programme d’injection et non plus le systeme fluidique
Réduction des volumes d’échantillon et de déchet par analyse
Plusieurs types de détecteur peuvent étre adaptés en sortie du
systéme

Le liquide vecteur n’est plus en écoulement continu

Volume d’échantillon < 50 pL

Débit des réactifs imposé par une pompe seringue

Volume de déchets par analyse < 3 mL

Taille des canaux < 500 pm

Le volume de ce systéme est encore plus petit que pour la FIA
et la SIA, ce que minimise le volume de réactifs et de déchets
par analyse.

Le débit et la précision de 'analyse dépendent de la pompe péristalt
Le volume d’échantillon minimal est dépendant du volume de la
vanne a deux voies utilisée pour I'injection

La dilution est faite par dispersion de I’échantillon, et est générée
par des gradients de concentration non-linéaires

Le systeme fluidique doit étre changé si jamais un réactif est
ajouté a la méthode d’analyse

Il y a un débit de liquide vecteur en continu pendant la durée de
Panalyse

La méthode d’analyse fonctionne par une injection séquentielle
des réactifs, afin de générer des zones de mélanges complexes a
caractériser

La précision est donnée par la précision et la vitesse de rotation
de la vanne multi-position, ainsi que par le volume mort de cette
vanne.

Le débit et la précision de 'analyse sont dépendants de la pompe
péristaltique
Il y a un débit de liquide vecteur en continu pendant la durée de
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FIA-on-a-chip

Analyse par ajout
triangulaire

Analyse
dilution
combinatoire

La vanne a deux voies est remplacée par une vanne multi-
commutant pour une opération plus précise, un volume
d’'injection d’échantillon modulable, et moins de volumes morts
dans la vanne.

Plusieurs vannes peuvent étre placées en parallele pour
augmenter le nombre de réactifs a injecter dans le systeme.
Volume d’échantillon < 500 pL

Débit des réactifs < 2 mL min!

Taille des canaux < 500 pm

Ce systéme fonctionne sous le méme principe de la FIA
conventionnelle mis a part la taille réduite du systeme qui
permet le travail avec quelques microlitres, voire nano litres
d’échantillon et de réactif.

L’augmentation du nombre de réactifs ou d’opérations unitaires
nécessaires a 'analyse peut étre effectué simplement par I'ajout
en parallele ou en série de plusieurs puces FIA.

Volume d’échantillon < 10 pL

Débit des réactifs < 20 pLL min‘!

Taille des canaux < 250 pm

Le développement analytique est simple et n'implique qu'une
variation du débit d’échantillon ou de réactif

Depuis son invention dans les années 70 plusieurs applications
industrielles ont été développées

La rapidité de I'analyse (< 5 min)

Plusieurs types de détecteurs peuvent étre adaptés en sortie du
systeme

Volume d’échantillon < 50 uL

Débit des réactifs < 1 mL min!

Taille des canaux < 500 pm

La taille miniaturisée du systéme, permet le travail avec
quelques microlitres, voire nano litres d’échantillon et de réactif
Les titrages sont obtenus grace a la formation d'un gradient de
concentration linéaire

La dilution linéaire de I’échantillon est possible

Une détection électronique (i.e. par impédance) permettrait
I'intégration d'un systéme de mesure

Panalyse

Le polymere utilisé pour la fabrication des systémes et des micro-
vannes limite la nature chimique des réactifs pouvant étre utilisés
pour ’'analyse

Le systéme est utilisé offline en laboratoire mais aucune
application industrielle n’a encore été décrite dans la littérature

e La précision sur la mesure est dépendante de la finesse du
controle du débit

e Au moins un des réactifs ou I’échantillon est en écoulement
continu.

e Le systéme fluidique doit étre changé si le nombre de réactifs
augmente pour une analyse déterminée

Le polymere utilisé pour la fabrication des systémes et des micro-
vannes limite le choix dans la nature chimique des réactifs
nécessaires pour I'analyse

Une étape de filtration de ’échantillon est impérative afin d’éviter
Ientrée de solides pouvant boucher le systeme.

L’apparition de solides au cours de certains types de réactions
mises en ceuvre pendant 'analyse peut poser probleme
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Analyse
diffusion

Analyse
dispersion
Taylor-Aris

La rapidité de I'analyse (< 1 min)
Débit des réactifs < 100 pLL min'?
Taille des canaux < 500 pm

La taille miniaturisée du systéme, permet le travail avec
quelques microlitres, voire nano litres d’échantillon et de réactif
Les titrages sont obtenus grace a la formation d’'un gradient de
concentration linéaire

Volume d’échantillon < 50 pL

Durée de 'analyse > 1,25 heures

Taille des canaux < 500 pm

La taille miniaturisée du systéme, permet le travail avec
quelques microlitres, voire nano litres d’échantillon et de réactif
Les titrages sont obtenus grace a la formation d'un gradient de
concentration linéaire

La rapidité de I'analyse (< 1min)

Le développement analytique est simple et n'impliquerait
qu’une variation du débit d’échantillon ou de réactif

Le systeme est flexible et permettrait 'ajout d’'un ou plusieurs
réactifs sans contraintes

Plusieurs types de détecteurs peuvent étre adaptés au systeme
Volume d’échantillon < 50 puL

Débit des réactifs < 3 mL min!

Taille des canaux < 500 pm

Le systéme est completement rigide, aucun changement
d’entrées/sorties ne peut étre effectué sans devoir fabriquer un
autre microsystéme

Seule la détection optique a été décrite dans la littérature pour ce
type de systemes

Le développement analytique est simple, cependant le traitement
de donnés apres I'analyse est compliqué

L’analyse est reproductible mais nécessite un temps d’analyse
considérable (1h <)

Aucune application industrielle n’a encore été décrite dans la
littérature

Aucune application industrielle n’a encore été décrite dans la
littérature

Aucune méthode d’analyse n’a encore été décrite dans la
littérature

Une étape de filtration de ’échantillon est impérative afin d’éviter
Ientrée de solides pouvant boucher le systéme.

L’apparition de solides au cours de certains types de réactions
mises en ceuvre pendant 'analyse peut poser probléme
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Deux techniques de titrage ont été retenues parmi celles qui ont été décrites dans cette section : le
titrage par SIA et le titrage par création d’'un gradient linéaire dans un canal droit en utilisant la
dispersion de Taylor-Aris. Bien que la premiére ne soit pas un titrage volumétrique et que 'autre
n’en soit encore qu’a une étape de développement, les deux systémes présentent I'avantage de
fonctionner en écoulement semi-continu, ce qui limite la consommation de liquide vecteur et de
réactif, ce point étant primordial dans I'industrie du nucléaire. De plus, le développement d'une
méthode SIA pourrait étre utilisée a court terme pour une application industrielle puisque c’est
un systéme déja connu pour sa robustesse d’opération méme dans un environnement hostile.
D’autre part, le systeme de titrage de type Taylor-Aris présente un fort potentiel, notamment en
offrant la possibilité de simplifier le processus de développement analytique tout en travaillant
dans des volumes tres réduits de réactif. Les deux solutions proposées permettent de diminuer les
risques pour les laborantins de par leur manipulation automatisée et le volume réduit

d’échantillon et de réactif (matériel radioactif) mis en ceuvre.
En conclusion, les travaux de thése concernent le développement en paralléle de :

a. L’adaptation et la mise en ceuvre de la méthode de mesure de l'acidité libre dans
une machine SIA. Le développement s’est déroulé en 2 étapes. Dans un premier
temps la faisabilité du projet a été menée en développant une méthode pour la
mesure d’acidité libre sur des échantillons contenant des cations (non-radioactifs)
de dioxyde de zirconium (ZrQ2+). Ensuite, le systéme SIA et la méthode de
détermination de l'acidité libre ont été reconditionnés pour le travail avec des
échantillons d’'uranyle en milieu radioactif.

b. Et le développement d'un systeme d’analyse pouvant mesurer I'acidité libre d'un
échantillon par la génération de gradients de concentration linéaires dans un
canal microfluidique. Ce développement inclut, la conception d'un prototype et la
démonstration expérimentale de la formation de gradients de concentration
linéaires, 'application de ce principe pour le titrage simple entre un acide et une

base et le titrage de I’acidité libre par ajout d’oxalates.
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CHAPITRE 2

Développement d'une méthode analytique SIA pour la
mesure de P'acidité libre a I’échelle millimétrique
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1. Introduction

La compréhension des phénomeénes mis en jeu dans les différentes branches de la chimie a
influencé depuis plus d’un siecle le développement de la chimie analytique. Depuis, une diversité
de techniques d’analyse a vu le jour afin de répondre aux exigences des laboratoires de recherche
et de l'industrie. Au cours du temps, les systemes d’analyse associés aux techniques analytiques
ont continué leurs évolutions grace aux avancements technologiques de 1’électronique, de
I'informatique et des sciences des matériaux. Le but principal, a savoir obtenir une meilleure
identification, caractérisation et quantification des substances d’intérét, ne change pas. Méme si
la tendance est généralisée, le niveau d’évolution des différents systémes d’analyse est dépendant
de son domaine d’application. Par exemple, des microsystémes d’analyse sont désormais utilisés
pour améliorer les performances analytiques de la recherche fondamentale, ’expertise légale et le
diagnostic médical. En revanche ces systémes n’ont pas encore trouvé leur place dans le domaine
de I'analyse industrielle [1]. Dans ce contexte, ce travail de thése doit apporter une amélioration a
la technologie d’analyse des procédés (TAP). Les développements sont donc destinés au suivi et au
controle du procédé de retraitement du combustible nucléaire, notamment par une amélioration
de la mesure de I'acidité libre de solutions d’acide nitrique contenant des cations d’actinides. Dans
ce contexte, objectif ultime est d’effectuer la mesure d’acidité au plus pres de la ligne afin de
limiter/éviter le déplacement d’'un échantillon du procédé vers le laboratoire centralisé, ce qui
permettrait une réduction du temps d’analyse et donc de raccourcir le temps de réponse du
controle du procédé. Le résultat de 'augmentation de la fréquence des analyses sera traduit par

un meilleur suivi du procédé [2].

Néanmoins, comme évoqué dans le premier chapitre, il n’existe pour I'heure aucun systéme
d’analyse suffisamment avancé pour effectuer un titrage volumétrique de I'acidité au plus pres de
la ligne. En revanche, il existe déja une diversité de systémes permettant la mise en ceuvre
d’analyses volumétriques automatisées, capables d’effectuer une étape de traitement de
I’échantillon en amont de 'analyse. Parmi ces systémes, 'analyse par injection séquentielle (SIA)
a été choisie pour le développement d’'une méthode de mesure de l'acidité libre a 1’échelle
millimétrique. Les avantages de ce systéme par rapport aux autres est notamment son
fonctionnement semi-continu, qui permet d’utiliser une quantité de réactifs de l'ordre de la
dizaine de pl. De plus, la mise en ceuvre de la méthode de mesure d’acidité libre par ajout
d’oxalates pour ce systéme est simple du fait de la présence dune vanne multi-position,
permettant l'injection séquentielle des 4 réactifs utilisés dans la méthode (I'échantillon, la base
forte (NaOH), T'oxalate de sodium, I'indicateur coloré). Enfin, le systéme est capable d’effectuer
des analyses automatisées a haut débit (>30 par heure) et permet le couplage en amont de

plusieurs étapes de préparation d’échantillon [3].
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Depuis son développement dans les années 90, lanalyse par SIA a été utilisée en tant
quinstrument d’analyse hors-ligne et en ligne dans des domaines de la chimie tels que
lenvironnement, la métallurgie, la pharmaceutique ou les raffineries parmi d’autres. L'intérét
pour ce systéme est lié a la rapidité des analyses, la réduction des déchets, le faible volume de
réactifs utilisés, la reproductibilité entre les mesures et la polyvalence de la machine pour la
création de méthodes automatisées [4]. Méme si plusieurs variantes d'un méme systéme SIA sont
disponibles dans le commerce, la configuration la plus utilisée est celle proposée par CLAREDA
et.al. [5], comprenant une pompe seringue bidirectionnelle, un hélicoide de mélange, une vanne
multi-position (lab-on-valve) et une détection par spectrophotométrie, chacun des éléments
pouvant étre programmables de fagon indépendante et précise par un langage de programmation

de type « liste d’instructions » (Figure 23) [5].

Programming
a) b) New Font SaveEvents SafelockMode Find FIA Templates Sample Definition Fie

|
'SIA-LOV Method, Number of Reagents = 2

hé“co'de de mélange * One ml syringe assumed
T ' SIA Template For MicroSIA System with LOV
' Global Logon  *logon to all components
i Configure LOYV ' configure LOV
/_\.ya n ne 'Wash and prime system
m.ulﬁposmon
\ Wash LOV
#5 | \Wash LOV

Syringe Pump empty
Delay (sec) 10

poubelle |
\

w2

pompe §
liquideseringue -
vecteur

aOH ‘Aspirate sequence

Syringe Pump Valve in
Syringe Pumnp Aspirate (microliter) 350
.

détecteur Delay (sec) 8
Aspirate LOV Carrier, 100

Aspirate LOV Reagentd, 30

Aspirate LOV ReagentB, 40

Aspirate LOV Camer, 175

Multiposition Valve Waste

échantillon Syringe Pump Valve Out

Multiposition Valve Waste

Figure 23 :© a) Schéma décrivant les différents éléments du systéme SIA généralement vendu dans le
commerce, cas d’un titrage par SIA d’un acide fort avec une base forte ; b) Modéle de programmation de type
« liste d’instructions » pour un systeme SIA.

En général pour les méthodes d’analyse SIA, il faut d’abord détailler une séquence d’analyse a
faire exécuter par la machine. Cela implique la définition d’'un ordre et d'un volume d’injection
des réactifs correspondant a la combinaison chimique requise par l'analyse. Par exemple,
MASKULA et. al., ont proposé une séquence de 4 étapes pour l'analyse de I'acide chlorhydrique
(0,1 mol L' — 3 mol L) par titrage par SIA (Figure 24) [6] :
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Figure 24 : Schéma représentant les différentes séquences d’injection/éjection lors I'analyse par SIA pour le
titrage d’un acide fort

a)

b)

c)

d)

Injection de I'échantillon - La vanne multi-position est ouverte dans la direction Hélicoide-
échantillon. En utilisant la pompe seringue, 65 pL. d’échantillon (rouge) sont aspirés et

stockés dans ’hélicoide préalablement rempli d’'un liquide vecteur (bleu clair).

Injection d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) dopé avec de la phénolphtaléine -
La vanne multi-position est ouverte dans la direction Hélicoide-NaOH. En utilisant la
pompe, un volume de 175 pL de NaOH (bleu) est aspiré et stocké dans I'hélicoide, ce qui
va pousser ’échantillon et 'hydroxyde de sodium a I'intérieur de I’hélicoide, ou ils vont se
mélanger et diffuser graduellement tout au long du canal. La solution d’hydroxyde de
sodium contient un indicateur sensible au pH (ici, la phénolphtaléine) permettant de
suivre le titrage acido-basique par colorimétrie. Si la concentration des ions H* est
dominante dans le mélange, la phénolphtaléine prendra une couleur jaune alors que si ce

sont les ions OH" qui dominent la phénolphtaléine sera bleue.

FEjection vers la cellule de détection - La totalité du mélange est éjectée vers le détecteur.

Pendant le parcours de retour, les réactifs et I’échantillon continueront de se mélanger.

Arrivée du mélange dans la cellule de détection - Le produit de la réaction est suivi au
cours du temps par une détection spectrophotométrique a une longueur d’'onde de 650 nm
(Figure 25a). La hauteur du pic d’absorbance est corrélée a une concentration de soluté
déterminée. Pour que l'analyse par SIA soit efficace, 'ensemble des paramétres de la
méthode, c’est-a-dire : I'ordre d’injection, le volume d’injection, la vitesse d’injection, la
vitesse d’éjection et les concentrations de réactifs doivent étre modifiés jusqu’a trouver
une relation linéaire entre les différentes concentrations d’acide et la réponse obtenue par

absorption (Figure 25b).
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Figure 25  a) Graphique montrant le profil temporel de I'absorbance pour le titrage de HCI (0,1 mol L'l — 8
mol L'1) avec NaOH 0,1 mol L?; b) Relation linéaire entre I'aire des courbes d’absorption et les différentes
concentrations de HCI Le suivi du spectre d'absorption est fait au cours du temps a8 1 = 650 nm + 10 nm [6].

La méthode d’analyse et la séquence d’exécution décrites précédemment sont valables pour le
titrage par SIA d’'un acide fort avec une base forte, et représente une bonne piste pour commencer
le développement de la méthode SIA pour la mesure d’acidité libre par ajout d’oxalates (ou acide

nitrique, un acide fort est dosé par une base forte, I’'hydroxyde de sodium).

Dans ce chapitre, seront donc détaillés les travaux menés pour le développement d'une méthode
d’analyse et une séquence d’exécution en SIA, qui integrent, en plus du titrage acide-base, une
étape de complexation des ions uranyle (cela, rappelons-le, afin d’éviter 'erreur systématique sur

la mesure provenant de leur réaction d’hydrolyse).
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2. Etude de faisabilité pour la création d'une méthode SIA adaptée a la
mesure de 'acidité libre de solutions contenant des cations hydrolysables

Avant toute expérimentation en milieu radioactif, il est nécessaire d’étudier les moyens
techniques et les compétences spécifiques nécessaires au développement d'une méthode SIA. Ceci
a pour objectif de s’assurer que l'utilisation d'une méthode SIA est envisageable pour effectuer la

mesure de 'acidité libre d’'un échantillon radioactif.

A cet effet, un systéme SIA commercialisé sous le nom de FIAlab-3500 (Figure 26) a été utilisé
pour tout le développement analytique présenté dans ce chapitre. Le systeme est constitué d'une
pompe seringue de 1000 pL capable de délivrer un débit fixe de réactif de 24 pL s! et d’'une vanne
multi-position a 8 ports, ces deux éléments sont interconnectés par un hélicoide de mélange de
700 pL. L’hélicoide et les tuyaux de transport de réactifs ont un diametre interne de 500 pm et
sont fabriqués en polytétrafluoroéthyléne (PTFE). Le systéme SIA est connecté & un ordinateur
via un port RS-232. « FIAlab for windows » est I'interface homme-machine fournie par le fabricant

FIAlab. Ce logiciel permet le controle automatique de chacun des éléments du systéme.

P

- 3 i<

£

|
Figure 26 : Représentation du systéeme SIA FIAlab-3500 utilisé pour tout développement analytique a
l'échelle milli.

La mesure d’absorption est faite via une cellule prévue a cet effet, intégrée au FTALAB-3500, de
parcours optique 10 mm. Le spectrophotométre associé a la cellule est un Acton SP2300
(Princeton Instruments), muni d’'un réseau de 150 traits/mm (blazé & 300 nm) couplé & une
caméra Pixis 400 (Princeton Instruments) et a une source de lumiére blanche. Cette source est
une lampe UV-visible halogéne (Hamamatsu - 1L.10290 : 200 — 1600 nm). La lampe étant fibrée,
celle-ci est connectée a un multiplexeur optique permettant de distribuer la lumiere issue d’'une
fibre sur 2 fibres, de maniére a avoir une voie de mesure et une voie de référence. La fibre
destinée a la voie de mesure est reliée a 'entrée de la cellule absorptiométrique de la SIA, une
autre fibre est connectée en sortie de la cellule pour véhiculer la lumiére résultante vers le

spectrophotométre. La fibre destinée a la voie de référence est directement reliée au
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spectrophotométre (Figure 27) et permet de suivre 'évolution du spectre et de l'intensité de la

source lumineuse (de maniére a détecter tout probléme).

Voi sur
Cellule de ole de mesure

lampe

Connecteur

Voie de référence

Figure 27 - Schéma de principe du montage expérimental

Dans le cas du systéme expérimental utilisé, étant donné que les composants mécaniques sont
fixes et que le débit d’injection des réactifs ne peut pas étre modifié, le degré de mélange est
uniquement dépendant du volume et de I'ordre d’injection des réactifs. Cela veut dire que la mise
en ceuvre d'une analyse par SIA a besoin d’'une séquence d’injection des réactifs pour arriver a

mesurer I'acidité d'un échantillon.

Pour cette raison, dans un premier temps la séquence SIA détaillée par LENGHOR et al. [7], a
été reprise afin de prendre en main le systeme SIA. Cette séquence mesure l'acidité dun

échantillon d’acide acétique en utilisant de ’hydroxyde de sodium comme titrant (Tableau 4).

Tableau 4 : Séquence SIA décrite par LENGHOR [7] pour la détermination de CHsCOOH avec NaOH et
phénolphtaléine

Ordre d’injection Ligne multi-vanne Composé chimique Volume aspiré (uL)
1 Liquide vecteur H-20 100
2 Réactif A NaOH (0,8 mol L'D) 70
3 Echantillon CH;COOH (0,1 mol L'1- 1 mol 50
L

4 Réactif A NaOH (0,8 mol Li'1) 70

Réactif B Phénolphtaléine (0,02 %w v'1) 70
6 Liquide vecteur H-20 100
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Cependant, les différences entre les montages expérimentaux nécessitent certaines adaptations.
Par exemple, dans 'étude de LENGHOR et al. le diameétre interne de I'hélicoide de mélange est de
0,6 mm avec un volume interne estimé de 800 pL alors que notre systéme SIA posséde un
hélicoide de 0,5 mm de diameétre interne et un volume de 700 uL. La séquence SIA détaillée par
LENGHOR utilise un débit de mélange de réactifs de 125 uL s, qui est un débit 5 fois plus élevé
par rapport a ce que peut délivrée notre systéme. Sachant que les titrages par SIA sont
dépendants du mélange hétérogéne des réactifs et que ces mélanges sont le résultat d’une
combinaison judicieuse de l'ordre d’injection, des volumes et du débit de chaque étape, il a été
supposé quun transfert de la séquence SIA développée par LENGHOR ne nous ameénerait pas
aux mémes résultats pour le titrage de l'acide acétique. Malgré tout, l'ordre et les volumes
d’injection tel que décrits pas LENGHOR ont été conservée afin de comparer les résultats obtenus
avec les deux systemes d’expérimentation. La réussite du développement d'une méthode SIA se
traduit par I'obtention d’'une relation linéaire entre le signal détecté et la concentration de l'acide
dans I’échantillon. L’objectif attendu était donc d’obtenir une diminution d’absorbance enregistrée

par le détecteur en fonction de 'augmentation de la concentration en acide acétique (Figure 28).

=1
1 Sample concentration
o0y
‘ A | CH3COOH 0,33 M
% w
=]
E ; g | CH3COOH 0,66 M
g
8 | C CH3COOH 1M
5 ]
& ‘ p ¥y CH3COOH 1,33 M
]
100 - T T
0 AW 4N 6 &0 00 A0 W0 |0 8w
Time (ms)

Figure 28 © Graphiques relatifs au titrage par SIA pour la mesure dacidité déchantillons contenant du
CH3COOH entre 0,33 mol L' et 1,33 mol L. Graphique montrant les résultats obtenus par LENGHOR pour
la variation du profil temporel de l'absorbance de la phénolphtaléine contenue dans les différentes
concentrations d’acide acétique lors d’un titrage par SIA. La longueur d'onde de mesure est de 480 nm [7],

La Figure 29 présente l'allure des courbes obtenues et le graphique reliant 1’évolution de
I'intégrale mesurée des courbes d’absorbance expérimentales en fonction de la concentration en
acide dans I’échantillon. Les profils temporels d’absorbance obtenus ne varient pas beaucoup en

fonction de la concentration en acide.
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Figure 29 ° Graphiques relatifs au titrage par SIA pour la mesure dacidité d’échantillons contenant du
CH3;COOH entre 0,106 mol L et 1,16 mol L. a) Graphique montrant les résultats obtenus avec notre
systéeme expérimental pour la variation d [l'absorbance de la phénolphtaléine avec les différentes
concentrations d’acide acétique lors d’un titrage SIA. La longueur d'onde de mesure est de 450 nm ; b) Droite
d’étalonnage pour le titrage par SIA d’échantillons d’acide acétique avec du NaOH 0,8 mol L. Cette courbe
montre pour chaque concentration en acide, I'intégrale de son pic d’absorbance au cours du temps.

Malgré un nombre considérable d’essais en faisant varier par exemple les volumes d’injection de
réactifs la droite d’étalonnage souhaitée n’a pas été obtenue. En effet, 'absence d’évolution du
signal mesuré en fonction du volume ou de la concentration en acide semble indiquer que la base,
lacide et I'indicateur ne se mélangent pas avant d’arriver au détecteur, ou que la concentration de
la base est trop faible pour arriver a titrer les échantillons d’acide et donc, induire un changement
de couleur de I'indicateur. Il est donc nécessaire de modifier la séquence pour obtenir un mélange

des réactifs.

Pour cette raison, une étude complémentaire pour le titrage SIA du méme couple acido-basique a
été initiée. La séquence SIA proposée par MASKULA et. Al. [6] a ainsi été analysée pour nous
aider a obtenir une droite d’étalonnage qui pourrait étre utilisée pour titrer I'acide acétique avec
notre montage expérimental. En effet, 1a nouvelle étude propose d’utiliser le bleu de bromothymol
(BBT) a la place de la phénolphtaléine. Par rapport a la phénolphtaléine, la transition de couleur
du BBT est faite dans un domaine de pH plus proche de 7. En conséquence, les mesures
d’absorbance seront plus représentatives de la neutralité de la solution en comparaison a celles
obtenues avec la phénolphtaléine, dont la zone de transition de couleur est au-dela du pH 8,2. De
plus, l'indicateur sera cette fois-ci injecté apres l'acide pour favoriser le contact entre ces deux
réactifs, ce qui est le cas contraire de la séquence STA de LENGHOR, ou l'indicateur est injecté
aprés la base. Finalement, aprés un nombre considérable d’essais en faisant varier le volume
d’injection des réactifs, une séquence SIA a été optimisée permettant de mesurer l'acidité

d’échantillons d’acide acétique. Les conditions optimisées sont données dans le Tableau 5 suivant.
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Tableau 5 : Conditions optimisées de la méthode de Maskula [6] pour Ia détermination de CH;COOH avec le
montage détaillé dans la section 2.1.2. Temps total de I'analyse 50 secondes. Longueur donde de mesure =
566nm + 10 nm. Débit de mélange 24 uL s™.

Ordre d’injection Ligne multi-vanne Composé chimique Volume aspiré (uL)
1 Liquide vecteur H:0 100
2 Echantillon CH3COOH (0,1 M-1 M) 30
3 Réactif A NaOH (0,8 M) 60
4 Echantillon CHs;COOH (0,1 M-1 M) 30
5 Réactif B Bleu de Bromothymol (0,2%) 10
6 Liquide vecteur H-20 100
7 Liquide vecteur Rincage du systéme avec le 350

liquide vecteur

Cette séquence est associée au montage décrit Figure 30.

(

Hélicoide de mélange
(6.5 cm)

Poubelle
Pas utiliseée

Cellule de
détection

Pompe Pas utilisée
seringue Vanne multiposition
a8ports

H20

Figure 30 - Schéma de la configuration du systeme SIA utilisée pour le titrage par SIA d’un échantillon
d’acide acétique avec du NaOH.

La séquence développée a été validée avec des échantillons d’acide allant de 0,106 mol L1 et 1,16
mol L1 en concentration. Le suivi du titrage SIA est réalisé en mesurant le profil temporel
d’absorbance du bleu de bromothymol passant devant le détecteur (Figure 31; a). Ensuite,
I'intégrale de chacune des courbes d’absorbance est calculée pour obtenir une droite d’étalonnage
qui permettra la mesure d’acidité d’'un échantillon d’acide acétique inconnu a partir de son signal

d’absorbance enregistré (Figure 31 ; b).
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Figure 31 ° Graphiques relatifs au titrage par SIA pour la mesure dacidité d’échantillons contenant du
CH3;COOH entre 0,106 mol L et 1,75 mol L. a) Graphique montrant la variation du profil temporel
d’absorbance du bleu de bromothymol pour les différentes concentrations dacide acétique. La longueur
d’onde de mesure est de 566 nm + 5 nm ; b) Droite d’étalonnage pour le titrage par SIA d’échantillons d’acide
acétique avec du NaOH 0,8 mol L1. Cette courbe montre pour chaque concentration en acide, l'intégrale de
son pic d’absorbance au cours du temps.

Ces études préliminaires ont permis de prendre en main 'ensemble du systéeme d’analyse et de
démontrer la faisabilité du développement d’'une méthode SIA pour la mesure de l'acidité sur un
systéme modele simple. Ces résultats nécessaires et indispensables sont a la base du
développement d'une méthode SIA adaptée a la titration de lacidité libre en présence d’ions

hydrolysable. La poursuite de I'étude a donc été menée en deux étapes :

- Le retour d’expérience concernant I’étude préliminaire concernant la mesure de la concentration
de T'acide acétique par SIA a montré que l'optimisation de la séquence SIA pour I'obtention d'une
droite d’étalonnage a été un processus itératif et laborieux. Ceci principalement pour le manque
d’éléments logiques permettant d’estimer I'influence de I'ordre et le volume d’injection des réactifs
sur la linéarité de la droite d’étalonnage. En effet, il a été considéré que si le développement
analytique a été long pour 'analyse d’'une réaction acidobasique, le temps de développement d’une
méthode de mesure d’acidité libre serait encore plus long, étant donné qu’en plus d’'une réaction
acidobasique 1l faut aussi veiller a la complexation des ions d’actinide. Pour cela, d’'un point de
vue méthodologique, appréhender le principe permettant I’élaboration de droites d’étalonnage a
partir d'un mélange hétérogeéne de réactifs, a été une étape importante pour réduire le temps de

développement analytique.

- dans un second temps, une premiere séquence SIA permettant la mesure de I'acidité libre d’'une
solution d’acide nitrique contenant des cations zirconyle (ZrO2*) a été développé en zone non-

radioactive (dite inactive).

Enfin, la méthode développée pour le ZrO2* a été optimisée pour son utilisation avec des

échantillons contenant des cations d’uranyle (en zone active).
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2.1. Analyse de la mesure d’acidité par titrage SIA

Pour mieux appréhender le principe opératoire de la mesure d’acidité par titrage SIA, il faut
s'intéresser a I'hétérogénéité du mélange lorsque I’échantillon, la base et 'indicateur coloré sont
injectés séquentiellement dans I'hélicoide de mélange. En effet, ’'homogénéité n’est pas atteinte
au moment de I'éjection des réactifs vers le détecteur. Par conséquence, comme il a été mentionné,
la mesure d’absorbance de l'indicateur coloré est variable avec le temps. En partant de la loi de
Beer-Lambert, qui définit 'absorbance comme une fonction du trajet optique (), de I'absorptivité
(e) et de la concentration (¢) de I'espéce colorée, deux hypothéses ont été proposées afin d’expliquer

la variation de 'absorbance mesurée en fonction du temps A(t) (Equation 4) :

1) L'absorptivité de lindicateur est variable dans le temps e(t). En effet, I'absorptivité est
liée a la capacité d’'une espéce chimique a absorber la lumiére a une longueur d’onde
définie. Dans le cas d’un titrage par SIA T'absorptivité peut étre variable suite a la
sensibilité de I'indicateur au pH. Cela impliquerait aussi que le pH est non uniforme dans
le mélange du fait de sa composition chimique hétérogene.

2) La concentration de lindicateur est variable dans le temps c(t). Cela peut étre expliqué

par la dilution de I'indicateur lorsqu’il se mélange avec les autres réactifs.

A @)=e®)1ct)

E'quation 2 . Loi de Beer-Lambert modifiée pour le titrage par SIA, ou la variation de I'absorbance dans le
temps est expliquée par la variation dans le temps du coefficient d'absorptivité e(t) et la concentration du
colorant c(t). Le trajet optique (1) est constant pendant toute la mesure.

De cette maniére, la séquence SIA optimisée pour la mesure d’acide acétique (Tableau 5) a été
utilisée pour la mise en ceuvre de deux expériences différentes afin de vérifier les deux
hypothéses. La premiére ayant pour but didentifier la variation de la concentration de
I'indicateur coloré c(t), et la deuxiéme de caractériser la variation de son absorptivité e(t) au cours
du temps. Il est néanmoins nécessaire de préciser a ce stade que ces deux parametres sont liés au
degré de mélange entre les réactifs. Ainsi, dans les deux cas le méme ordre et le méme volume
d’injection de chacun des réactifs (acide, base, indicateur) a été utilisé. Il faut cependant souligner
que le principe d’opération de la SIA est basé sur l'injection séquentielle des réactifs afin de
générer un mélange hétérogéne a I'intérieur d’'un hélicoide. Apres la premiére étape d’injection, la
mesure par spectrophotométrie est déclenchée en méme temps que le mélange est éjecté, a débit
constant, vers la cellule de détection. Le spectre d’absorbance de 'indicateur, qui est mélangé de
facon hétérogene avec lacide et la base, est enregistré pendant le temps nécessaire pour faire
passer la totalité du mélange devant le détecteur. La « fréquence » d’acquisition des spectres a été

paramétrée a 4 spectres par seconde.
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2.1.1. Expérience 1 : Profil de concentration de I'indicateur coloré en fonection du temps

Au cours d’'un titrage par SIA, plusieurs réactifs sont injectés séquentiellement a l'intérieur du
systéme avant d’étre partiellement mélangés lors de leur passage dans I'hélicoide de mélange.
D’un point de vue technique, les réactifs passant par I'hélicoide sont soumis a deux phénomeénes
de transport : dun coté la dispersion de Taylor-Aris, décrivant, pour une espéce soluble en
écoulement dans un canal, I'équilibre physique entre le transport de matiére par dispersion et par
diffusion (Figure 32) [8] et d’autre part 1'écoulement de Dean, décrivant l'action des forces
d’inertie sur I’écoulement lorsque celui-ci entre dans un hélicoide. Ce dernier phénomeéne de
transport permet d’améliorer Iéfficacité du mélange par diffusion. I1 a été montré
expérimentalement que pour l'écoulement dans un serpentin carré, pour un Re < 25, un
phénoméne semblable a un écoulement en régime turbulent peut avoir lieu a l'intérieur du

serpentin, permettant ainsi d’améliorer le mélange des fluides (Figure 33) [9].

=
k

Figure 32 : Illustration de la dispersion de Taylor-Aris dans un écoulement de Poiseuille, ou une espéce
diffusante est étirée par la dispersion de vitesse [8].

Figure 33 : Illustration de la force de Dean sur un fluide entrant dans un canal en spirale. Ici, I'écoulement
se faisant avec une vitesse maximale dans le centre sera déplacé par Inertie vers la parol extérieure du canal

[9].
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En effet, lorsqu’un volume fixe de réactif est injecté dans le systéme, il est attendu que par effet
de dispersion de Taylor-Aris et avec les forces d’écoulement de Dean, le réactif soit étalé de facon
non homogéne tout au long du canal de mélange. Ainsi, une fois finie I’étape d’injection des
réactifs, les réactifs continueront de se mélanger jusqu’a leur éjection vers la cellule de détection
(ou les spectres d’absorption du mélange réactionnel seront enregistrés durant une période
déterminée). En d’autres termes, lors d'un titrage par SIA, cest le profil de concentration des
réactifs dans la cellule de détection qui est détecté. L’objectif de cette expérience est donc,
d’étudier la variation de concentration de l'indicateur coloré lorsqu’il est éjecté devant le

détecteur.

Pendant un titrage I'indicateur change de couleur en fonction du pH de la solution. Si la réaction
est suivie par spectrophotométrie a une longueur d’onde fixe, la concentration globale de
Iindicateur ne peut pas étre suivie, seule celle correspondant aux dérivés ionisés acides ou
basiques pourra l'étre. Pour remédier a ce probléme le bleu de méthyléne (BM) a été utilisé, car
c’est un colorant inerte qui n’est pas sensible a la physicochimie du mélange réactionnel. Par
conséquent, 'absorptivité du colorant peut étre considérée comme constante puisqu’elle ne change
pas pendant la mesure. De cette maniére, en reprenant la loi de Beer-Lambert (équation 4 ci-
dessus), la variation de I'absorbance mesurée dans le temps A(t), n’est seulement reliée qu'a la

variation de la concentration du colorant c(t) passant devant le détecteur.

Afin de déterminer le profil de concentration de I'indicateur coloré, et du reste des réactifs injectés
dans le micro canal, le bleu de méthylene a été injecté a tour de role a la place de chacun des
réactifs en gardant l'ordre et le volume d’injection de la séquence SIA définie préalablement. Les
différents profils d’absorbance du BM enregistrés pour chacun des réactifs passant devant le

détecteur sont présentés Figure 34.

1 —
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2 \ ——L. Vecteur 1 H:0
® Ech. 1 CH:COOH
§ \ ~ /7 "\ Réactif A NaOH
-E A X \ —— Ech. 2 CH:COOH
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© ~—L. Vecteur 2 H:0

0
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Figure 34 : Graphique montrant le profil de concentration des réactifs lors d’un titrage par SIA en fonction
du temps de passage dans la cellule spectrophotométrique. La séquence d’injection des réactifs est celle
détaillée dans le tableau 3. L'absorbance du bleu de méthyléne est enregistrée a A = 566 nm.
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On voit clairement que les liquides vecteurs 1 et 2 encadrent les autres réactifs et amenent une
dilution de ceux-ci. La solution d’hydroxyde de sodium recouvre les deux solutions d’acide

acétique alors que le colorant se concentre principalement dans le front d’échantillon.

A partir du profil temporel de concentration obtenu pour chacun des réactifs, nous pouvons
conclure que pour veiller a lefficacité du titrage par SIA, le volume injecté, pour chacun des
réactifs, doit étre déterminé en tenant compte de la concentration initiale de ceux-ci afin de
moduler leur concentration dans le mélange passant par le détecteur. De plus, 'ordre d’'injection
doit favoriser le contact entre les réactifs afin de permettre le bon déroulement de la réaction
acide-base. Etant donné que c’est a partir d’'un virement de couleur de 'indicateur que l'acidité est
mesurée, il faut veiller a ce que la concentration de celui-ci soit suffisante, afin que I'intensité du

spectre d’absorption permette la création d’'une droite d’étalonnage.

2.1.2. Expérience 2 : Variation de ’'absorptivité de I'indicateur coloré en fonction du
temps

Dans la section précédente, le mélange partiel des réactifs lors d'un titrage par SIA a été
caractérisé. L’objectif était d’étudier la séquence SIA utilisée dans le cas ou I'absorptivité du
colorant est constante et la concentration de celui-ci est variable. Dans cette section, I'objectif est
d’étudier la méme séquence SIA mais dans le cas ou I'absorptivité du colorant est variable. Pour
ne faire varier qu'un parametre, la concentration de celui-ci est maintenue constante tout le long
de T'analyse. Dans ce cas, en reprenant la loi de Beer-Lambert (équation 4 ci-dessus), la variation
de I'absorbance mesurée dans le temps A(t), sera uniquement due a la variation sur 'absorptivité

de I'indicateur coloré e(t) passant devant le détecteur.

Pour effectuer cette expérience, tous les réactifs injectés dans le systéme SIA (acide, base, liquide
vecteur, indicateur coloré) ont été préalablement dopés & une méme concentration de I'indicateur
universel (BBT), l'objectif étant d’avoir dans le systéme SIA une concentration constante de BBT
dans I'ensemble de I'hélicoide. Ainsi, le titrage par SIA (Tableau 4 ci-dessus) a été mis en ceuvre

pour des concentrations en acide acétique allant de 0,1 mol L'l a 1,75 mol L! et a une longueur

d’onde de suivi fixée a 566 nm.

La Figure 35 présente les profils temporels d’absorbance correspondants. A faible concentration
en acide acétique (0,106 M), le profil d’absorbance obtenu est trés large. Ce profil d’absorbance
diminue en largeur avec 'augmentation de la concentration en acide dans I’échantillon pour ne

plus étre détectable a 1,16M.
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Figure B35 - Variation de Iabsorptivité en fonction du temps de passage devant la cellule

spectrophotométrique lors d’'un microtitrage SIA. Pour des échantillons a différentes teneur en CH;:COOH
dosés avec du NaOH 0,8 M a une longueur donde de travail de 566 nm.

Dans le cas d’un titrage par SIA suivi par spectrophotométrie, I'acidité est déterminée a partir
d’'une corrélation linéaire entre la teneur en acide dans I’échantillon et 'absorbance enregistrée
par le détecteur a une longueur d’onde donnée et sur un intervalle de temps déterminé. Les
courbes d’absorbance en fonction du temps obtenues, suivent la forme ionique de l'indicateur
coloré lors de son passage devant le détecteur. En effet, la longueur d’onde de mesure a été choisie
en fonction du spectre (de la couleur) de I'espéce ionisée. De plus, le choix de I'indicateur coloré est
fait en fonction de son pKa. Celui-ci doit se rapprocher du pH de travail de la réaction acide-base,

normalement de valeur égale a 7.

Par rapport a la séquence SIA d’origine et pour rappel, 'effet de dilution de I'indicateur a été
supprimé puisque toutes les solutions sont dopées a la méme concentration. En conséquence,
I’absorbance observée dans les courbes présentées Figure 35 correspond au moment a partir
duquel le pH du mélange dépasse la valeur du pKa intrinséque de l'indicateur coloré. Phénomene
qui est visualisé dans le cas du BBT (pKa = 7,1) par le virement du jaune vers le bleu, couleur
spécifique de lespéce basique (pH > 7,5) de lindicateur coloré permettant le suivi par
spectrophotométrie a 566 nm. La Figure 35 montre qu’a de faibles acidités (< 0,25 mol L) le pH
du mélange passant devant le détecteur est basique pendant la plupart de I'analyse, ce qui
indique que I'échantillon d’acide injecté n’arrive pas a neutraliser la base injectée. Dans le cas
contraire, pour de fortes acidités (1,5 mol L'! <), I'indicateur se trouve sous sa forme acide et donc
n’est plus détectable a la longueur d’onde de travail. Cela indique aussi que la base injectée

n’arrive pas a neutraliser I'échantillon d’acide.

A partir de cette expérience nous pouvons constater 'importance de bien définir un indicateur

coloré qui soit en accord avec la couleur des réactifs de départ au pH de travail souhaité.
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2.1.3. Apport global d’e(t) et de c(t) sur la mesure expérimentale d’A(t)

Comme décrit dans les sections précédentes, durant un titrage par SIA, la variation temporelle de
I'absorbance A(t) est le résultat d'un changement sur 'absorptivité e(t) et sur la concentration c(t)
de I'indicateur coloré lorsqu’il passe devant le détecteur. Afin d’illustrer ces variations, la Figure
36 présente le titrage par SIA d'un échantillon d’acide acétique 0,85 mol L'l dosé avec de

I’hydroxyde de sodium a 0,8 mol L1,
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Figure 36 - Graphique de I'absorbance au cours du temps obtenu lors du titrage SIA de CH3COOH 0,85 mol
L1 avec du NaOH 0,8 mol L. La courbe représentée est un extrait de la figure 31.

Dans cet exemple, la courbe d’absorbance en fonction du temps A(t) observée est le produit de la
variation du profil de concentration de I'indicateur c(t) (Chapitre 2 Section 2.1) avec la variation
du profil de I'absorptivité de l'indicateur e(t) (Chapitre 2 Section 2.2) (Figure 36). Ces courbes
permettent de comprendre pourquoi le signal mesuré ne commence qu'a 5 sec environ alors que
I'indicateur arrive bien plus t6t dans le détecteur. En résumé, la courbe d’absorbance du titrage
par SIA, ne peux exister que s’il y a une concentration suffisante d’indicateur dans l'intervalle de
temps ou le pH du mélange favorise la formation de 'espéce chimique de I'indicateur suivie par
spectrophotométrie. Si ces deux phénomeénes n’ont pas lieu dans le méme intervalle de temps,

aucune absorbance ne pourra étre mesurée.
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=== Profil de concentration de l'indicateur coloré (Expérience 1; € fixe)

=== Profil de |'absorptivité du mélange. L'espéce absorbe a des pH en-dessus de 7 (Expérience 2; € variable)
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Figure 37 : Graphique superposant le profil de concentration de l'indicateur coloré (Figure 33 ; expérience 1)
avec le profil de I'absorptivité du mélange (Figure 34 ; expérience 2), pour le titrage par SIA de l'acide
acétique 0,85 mol L1 avec du NaOH 0,8 mol L.

Lors d’'une série d’analyses par titrage par SIA 'ordre comme le volume d’injection de chacun des
réactifs (y compris 'échantillon) restent inchangés. Ainsi, le mélange passant devant le détecteur
gardera toujours la méme distribution des réactifs pour les différentes mesures. De fait, le facteur
variant entre les mesures est la concentration en acide des différents échantillons, comme illustré
par l'expérience 2 (Chapitre 2 section 2.1). Afin d’obtenir une droite d’étalonnage pour le titrage
par SIA, il est indispensable d’optimiser la concentration, le volume et l'ordre d’injection de
chaque réactif. Il est également & noter que le pKa et la couleur de I'indicateur doivent favoriser

la mesure d’acidité a partir d'un suivi par spectrophotométrie a une longueur d’onde fixe.

2.2. Application d’un titrage par SIA pour la mesure d’acidité libre d’'un échantillon
d’acide nitrique contenant des cations ZrO2*

Développer une méthode analytique est un processus qui demande la réalisation d'un nombre
considérable d’expériences. De plus, dans un environnement nucléaire le temps de développement
se voit rallongé considérablement par 'application de normes et de consignes de streté et par les
contraintes liées & l'environnement (difficulté de manipulation, protection biologiques, visibilité
restreinte etc.) nécessaires pour minimiser les risques de contamination radiologique. C’est pour
cette raison que le développement de méthode au sein du nucléaire passe d’abord par un
développement en inactif avant d’étre transposé en milieu actif. Ainsi, pour limiter le volume de
déchets radioactifs issus de l'expérimentation et gagner du temps sur le développement

analytique, le cation, non radioactif, zirconyle (ZrQ2?+) a été utilisé pour simuler I'UO22* afin de
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permettre le travail en milieu inactif. En effet, comme 1'UQ22*, le ZrO2* est un cation hydrolysable
dont la mesure de l'acidité libre peut étre effectuée avec la méme méthode puisqu’il forme

rapidement de forts complexes avec les ions oxalate [10].

Le développement et la validation d'une méthode de titrage de 1'acidité libre par SIA a donc été
dans un premier temps étudiée sur des solutions non radioactives chargées en zirconyle. Pour ce
faire, une premiére approche a consisté a reprendre la séquence SIA optimisée pour la mesure
d’acidité d’échantillons d’acide acétique (Tableau 5; Chapitre 2 section 2), et de remplacer

I’échantillon par de I'acide nitrique (Tableau 6).

Tableau 6 - Séquence SIA proposée pour la mesure dacidité libre d’une solution d’acide nitrique
contenant du ZrO?*. Lordre et volume d’injection des réactifs est le méme que celui présenté dans
le tableau 6, pour le titrage par SIA dacide acétique. Temps total de I'analyse 50 secondes. Débit
de mélange 24 ulL s-1.

Volume aspiré

Ordre d'injection  Ligne multi-vanne Composé chimique (uL)
1 Liquide vecteur H=0 100
2 Echantillon HNO3(0,1 mol L'* — 3 mol L) 30
3 Réactif A NaOH (0,8 mol L) 60
4 Echantillon HNO;3(0,1 mol L't — 3 mol L) 30
5 Réactif B Bleu de Bromothymol (0,2%) 10
6 Liquide vecteur H:0 100
7 Liquide vecteur Rincage du systéme avec le liquide 350

vecteur

L’objectif de cette premiere approche a été de confirmer que la séquence SIA développée puisse
étre utilisée pour le titrage d'un acide fort sans modifier 'ordre ou volume d’injection des réactifs.
De cette maniere, le titrage par SIA des différents échantillons d’acide nitrique a une
concentration d’entre 0,1 mol L'l et 2 mol Li'! a été réalisé et pour chaque échantillon la variation
de I'absorbance en fonction du temps a été enregistrée. Ensuite, il a été calculé l'aire sous la
courbe de la variation de I'absorbance A(t), les données obtenues ont été représentées dans un
graphique reliant l'aire du pic d’absorbance avec la concentration d’acide nitrique pour se rendre
compte qu’aussi comme pour l'acide acétique, la relation entre les aires du pic d’absorption et les
différentes concentration des échantillons en acide nitrique est aussi linéaire, donc donnant lieu

au calcul d'une droite d’étalonnage pour le titrage SIA (Tableau 6 ; Figure 38).
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Figure 38 - Titrage par SIA de Il'acidité Iibre de solutions d'acide nitrique. a) Graphique montrant la
variation de I'absorbance du bleue de bromothymol pour les différentes concentrations d’acide nitrique en
fonction du temps. La longueur d'onde de mesure est de 566 nm ; b) Droite d’étalonnage pour le titrage par
SIA de l'acidité Iibre d’échantillons d'acide nitrique contenant entre 0,106 mol L1 et 1,75 mol L avec du
NaOH 0,8 mol L.

La validation confirmée de la titration de l'acide nitrique par SIA a permis d’initier dans un
deuxieme temps une poursuite de I'’étude portant sur leffet de la présence dun cation
hydrolysable sur la mesure d’acidité. Pour ce faire, plusieurs échantillons d’acide nitrique ayant
une concentration d’entre 1 mol L1 et 1,75 mol L1 et contenant du cation ZrO2+ a une
concentration de 0,21 mol Li'! ont été injectés a la place de 'acide nitrique. Cependant, les courbes
d’absorbance obtenues ne présentent pas la méme allure que celles obtenues pour l'analyse

d’acide nitrique sans cations hydrolysables (Figure 39).
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Figure 39 - Titrage par SIA de l'acidité libre de solutions d’acide nitrique contenant du ZrO?* 0,21 mol L. a)
Graphique montrant la variation de Il'absorbance du bleue de bromothymol pour les différentes
concentrations d’acide nitrique en fonction du temps. La longueur d'onde de mesure est de 566 nm ; b) Droite
d’étalonnage pour le titrage par SIA de 'acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant entre 1 mol L’
1 et 2 mol L' avec du NaOH 0,8 mol L.

L’aire sous la courbe de la variation de I'absorbance a été calculée pour chacun des échantillons
injectés. Bien qu’il semble exister une relation linéaire entre ces différentes mesures, la forme des
courbes d’absorbance est un indice de la présence de réactions chimiques qui interférent sur la

mesure d’acidité.
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Expérimentalement, la présence de précipités solides dans le liquide dans la poubelle en sortie du
systeme SIA a été observée. Ce précipité expliquerait les interférences dans la mesure
d’absorption. Pour cela, la mesure d’acidité d’échantillons contenant du ZrO2* a été refaite par
titrage potentimétrique en utilisant les mémes réactifs, cela afin de déterminer le pH d’apparition
de précipités solide. Ces précipités solides sont formés a partir de pH 6. Il est donc nécessaire
d’adapter la séquence SIA de fagon a ne pas dépasser ce pH pour éviter l'interférence sur la

mesure.

En résumé de cette partie, le développement d'une méthode de mesure de l'acidité libre par
titrage par SIA s’est déroulé en deux étapes. La premiére concerne 'adaptation ou la définition
d’'une séquence SIA qui soit en accord avec la physicochimie de la mesure de l'acidité libre a
mettre en place. La deuxiéme étape, concerne l'optimisation des parametres de la séquence
(volume, concentration des réactifs injectés, etc...) vis-a-vis des propriétés du titrage souhaitées

(linéarité de la réponse, gamme de concentration, limites de détection etc...).

2.2.1. Définition d'une séquence SIA pour la mesure d’acidité libre d'un échantillon
d’acide nitrique contenant des cations ZrQO2*

Dans le cas de la méthode de mesure d’acidité libre par ajout d’oxalates, il a été conclu dans le
Chapitre 1 section 3 de la these, qu’il faut que le pH du mélange soit inférieur a 6 afin d’éviter les
produits d’hydrolyse et autres précipités. De plus, il faut s’assurer que le mélange contient un
rapport de concentrations [C204]2/ [UO2]2* > 5 pour maximiser la quantité dions uranyle
complexés. Afin d’obtenir ce rapport de concentrations il faut diluer l'échantillon (pour un
échantillon type procédé). Cette étape est indispensable puisque celui-ci contient normalement
une concentration [UOz]2* = 1 mol L et que la concentration de saturation de 'oxalate de sodium
en solution aqueuse est de moins de 0,25 mol L1, Lors de I’établissement de la séquence SIA pour
la mesure d’acidité dans une solution contenant les cations ZrO?*, ces critéres de dilution et de pH
limite du mélange devront étre respectés. En effet pour un titrage par SIA, le rapport de
concentration [oxalate] / [métal hydrolysable] n’a pas une valeur fixe du fait de 'hétérogénéité du
mélange a I'intérieur du systéme d’analyse. Cependant, une valeur approximative de ce rapport a
été calculée a partir du volume des réactifs injectés ainsi que de leur concentration de départ. Ce
calcul correspond au cas limite ou les réactifs seront parfaitement mélangés a l'intérieur de
I’hélicoide. Bien que dans le déroulement normal d'une analyse SIA, l'oxalate et I’échantillon
seront dilués pendant I'étape d’injection des réactifs, ce calcul est utilisé pour estimer le volume

d’oxalate et d’actinide a injecter.

De plus, pour éviter que le mélange hétérogéne ne dépasse un pH de 6, une nouvelle séquence

SIA en trois étapes a été proposée :
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1) Durant la premiére étape, la base, lindicateur coloré et l'oxalate sont respectivement
injectés dans I’hélicoide de mélange. Dans cette étape-la, un excés d’oxalate est injecté
afin de minimiser le plus possible 'hétérogénéité du mélange de réactifs. L'objectif est de
former, a une extrémité de I'hélicoide, une premiére zone contenant un mélange quasi-
homogéne de base, d'indicateur et d’oxalate. De fagon inévitable, cela conduira au milieu
de I'hélicoide a la formation d’'une deuxiéme zone contenant de I'oxalate mélangé avec une
faible concentration de base et d'indicateur. Et finalement restera, a 'autre I'extrémité de
I'hélicoide (la plus proche de la vanne d'injection de réactifs), une troisiéme zone
contenant de l'oxalate pur.

2) La seconde étape, consiste a éjecter vers la poubelle les troisiéme et deuxiéme zones afin
de garder uniquement dans I'hélicoide la partie contenant le mélange quasi-homogene de
réactifs. De cette maniére, si la concentration des réactifs est uniforme dans cette zone,
alors le pH doit aussi avoir une valeur constante. Sachant que la valeur du pH maximal
est de 6, il est important que cette zone (qui représente la zone de pH la plus basique) ne
dépasse pas cette valeur. Cette étape est cruciale pour éviter la formation de produits
d’hydrolyse et de solides précipités.

3) Dans une troisiéme étape, l'échantillon acide est injecté dans le systéme suivi de
I'injection de l'oxalate pour permettre le mélange partiel des réactifs. L'intérét de cette

étape est de titrer I’échantillon acide avec le mélange homogéne de réactifs.

Avant de commencer les phases d’expérimentation et de développement analytique, il a fallu fixer
certains parametres :
Un indicateur coloré a été choisi présentant un changement de couleur a un pH proche de
6.
Une longueur d’'onde de mesure en accord a la couleur de I'indicateur a pH 6 afin de
pouvoir suivre la réaction par absorptiométrie.
Un domaine de concentration en acide nitrique pour lequel la méthode d’analyse serait
valide.
Les concentrations en cation ZrO2*, en oxalate de sodium et en hydroxyde de sodium

optimales pour 'analyse.

De cette maniére, le vert de bromocrésol a été choisi (95 %), celui-ci posséde un pKa de 4,9 et
passe du jaune au bleu entre les pH 3,8 et 5,4. Les solutions d’indicateur coloré, de NasC204 (99
%) et de ZrO(NOs)z (98 %) ont été préparées aux conditions de saturation a 25 °C pour obtenir des
solutions de concentration 6 mmol L1, 0,27 mol L1 et 0,21 mol Li'! respectivement. L’hydroxyde de
sodium (99,9 % titrinorm) a été utilisé & une concentration de 0,25 mol L. Plusieurs
concentrations d’acide nitrique ont été diluées a un rapport de 1:1 avec la solution saturée de
nitrate de zyrconyle pour obtenir une gamme de 8 échantillons ayant une acidité comprise entre

0.1 mol L'! et 3 mol L'l et une concentration en ZrO2* de 0,105 mol L1,
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De cette maniére, la nouvelle séquence a été utilisée pour le titrage par SIA de I'acidité libre. Une

fois mesurée I'absorbance en fonction du temps de chacun des échantillons, il a été calculé l'aire

sous la courbe de la variation de l'absorbance A(t). Ensuite, les données obtenues ont été

représentées dans un graphique reliant 'aire du pic d’absorbance avec la concentration d’acide

nitrique. Finalement, par rapport aux résultats obtenus avant, sur les courbes mesurées avec la

nouvelle séquence il n’'est pas visible d'interférences provenant de précipités solides. De plus, la

relation entre les aires des courbes d’absorption est linéaire dans un domaine de concentration

d’acide nitrique d’entre 0,25 mol L1 et 1,25 mol L1 (Tableau 7 ; Figure 40).

Tableau 7 - Séquence SIA optimisée pour la mesure dacidité libre d'une solution d’acide nitrique
contenant du ZrO2+ Temps total de I'analyse 2 min & secondes. Débit de mélange 24 ul s-1.

Ordre d’injection

Ligne multi-vanne

Composé chimique

Volume aspiré
(pL)

1

2
3
4
5

6

Liquide vecteur
Réactif A
Réactif B

Liquide vecteur
Poubelle

Echantillon

Liquide vecteur

Liquide vecteur

Oxalate (0,27 mol L'1) a pH=5,6
NaOH (0,25 mol L'1)

Vert de bromocrésol (0,06 mol L'1)

Oxalate (0,27 mol L)) a4 pH=5,6

Ejecter mélange vers la poubelle

HNO5(0,1 mol L' — 3 mol L) +
Zr02+ (0,105 mol L1)

Oxalate (0,27 M) a pH=5,6

Rincage du systéme avec le liquide
vecteur

100
20
20
80
90

50

70
350
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Figure 40 - Titrage par SIA de I'acidité libre de solutions d’acide nitrique contenant ZrO?* 0,105 mol L. a)
Graphique montrant la variation de I'absorbance du vert de bromocrésol pour les différentes concentrations
d’acide nitrique en fonction du temps. La longueur donde de mesure est de 466 nm ; b) Droite d'étalonnage
pour le titrage par SIA de l'acidité libre d'échantillons contenant entre 0,1 mol L! et 2 mol L'd acide nitrique
avec 0,25 mol L1de NaOH.

Etant une possible solution pour la mesure de 'acidité libre la séquence et I'indicateur proposés
dans cette section, le volume d’injection des réactifs a été optimisé jusqu’a ce que les absorbances
mesurées pour les différentes concentrations d’acide aient une relation linéaire dans un domaine

d’acidité compris entre 0,25 mol L'l et 3 mol L1,

2.2.2. Optimisation d'une séquence SIA pour la mesure d’acidité libre d’un échantillon
d’acide nitrique contenant des cations ZrO2?*

Pour compléter la séquence SIA il fallait encore optimiser les volumes d’injection de chaque
réactif. Pour ce faire, le titrage par SIA des 8 échantillons d’acide a été réalisé. Pour chacune des
expériences l'absorbance A(t) a été enregistrée a une longueur d'onde de 466nm. La variable
observée a chaque échantillon analysé a été I'aire sous la courbe de variation de 'absorbance A(t)
au cours du temps a une longueur d’onde de 466 nm. Les données obtenues ont été représentées
dans un graphique reliant I'aire du pic d’absorbance avec la concentration d’acide nitrique
correspondante. Cette procédure a été répétée a chaque fois que le volume d’injection de réactifs a
été changé. En effet, le volume d’injection des réactifs a été modifié progressivement jusqu’a ce
que la relation entre I'aires du pic d’absorption et la concentration en acide nitrique soit linéaire
dans un domaine d’acidité compris entre 0,25 mol L'l et 3 mol L'1. La droite d’étalonnage obtenue

aprés ajustement (Tableau 8) est présentée Figure 41.
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Tableau 8 - Séquence SIA optimisée pour la mesure dacidité libre d'une solution d’acide nitrique
contenant du ZrO2+ Temps total de I'analyse 2 min & secondes. Débit de mélange 24 ul s-.

Volume aspiré

Ordre d’injection  Ligne multi-vanne Composé chimique (uL)
1 Liquide vecteur Oxalate (0,27 mol L'1) a pH=5,6 100
2 Réactif A NaOH (0,25 mol L) 10
3 Réactif B Vert de bromocrésol (0,06 mol L1) 20
4 Liquide vecteur Oxalate (0,27 mol L'1) a pH=5,6 75
5 Poubelle Ejecter mélange vers la poubelle 65

HNO3(0,1 mol L' — 3 mol L) +

6 Echantillon 7002+ (0.21 mol LY) 60

7 Liquide vecteur Oxalate (0,27 M) a pH=5,6 110

8 Liquide vecteur Ringage du systéme avec le liquide 350

vecteur
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Figure 41 - Titrage par SIA de L'acidité libre de solutions d’acide nitrique contenant ZrO?* 0,105 mol L. a)
Graphique montrant la variation de I'absorbance du vert de bromocrésol pour les différentes concentrations
d’acide nitrique en fonction du temps. La longueur donde de mesure est de 466 nm ; b) Droite d'étalonnage
pour le titrage par SIA de 'acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant entre 0,1 mol L! et 3 mol L
1 avec du NaOH 0,25 mol L.

Dans une méthode de mesure d’acidité libre par ajout d’oxalates, les ions oxalate complexent les
ions métalliques afin d’éviter leur hydrolyse. Pour cela, afin de s’assurer que les ions ZrO2?* soient
complexés par les ions oxalate pendant le titrage par SIA, le dégré de complexation a été estimé a
partir d'un calcul de spéciation sur le mélange hétérogéne passant devant le détecteur. Pour ce
faire, le profil de concentration des espéces a été caractérisé pour la nouvelle séquence SIA en
suivant la méme procédure expérimentale que dans la section 2.1.1 (remplacement des réactifs
étudiés par un colorant). Le logiciel de spéciation chimique CHESS a ensuite été utilisé pour
estimer le pourcentage de complexation en utilisant les estimations sur la concentration de

chacun des réactifs lorsqu’ils passent devant le détecteur. L’objectif est de simuler, en fonction du
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temps, le pourcentage de ZrO2* complexé au moment de la mesure par absorption (Figure 42). A
partir de ces simulations, il a été estimé que les ions d’oxalate complexent en moyenne 99% des
ions de ZrO?2* contenus dans la solution échantillon injectée. Le profil de concentration des
réactifs donne également la possibilité de vérifier que le rapport de concentration [oxalatel/
[cations hydrolysables] est majoritairement supérieur a 4,5. Enfin, la simulation a également

permis de confirmer que le pH de la solution ne dépasse pas une valeur de 6.
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Figure 42 @ Graphique montrant le profil de concentration des réactifs au cours du titrage par SIA de
lacidité Iibre d’un échantillon contenant 0,25 mol L1 de HNO3 et 0,105 mol L1de ZrO?*. L'axe secondaire
représente le résultat des calculs de spéciation CHESS estimant le pourcentage de Zr(®* complexé au
moment de la détection, La séquence d’injection des réactifs est détaillée dans tableau 8.

2.3. Conclusions de I'étude de faisabilité sur l'utilisation d’'un systéme SIA adapté
pour la mesure de I'acidité libre de solutions de cations hydrolysables

Les méthodes par SIA sont rapides, répétables, quasi-automatiques et ne nécessitent qu'un
volume de réactifs par analyse de quelques millilitres, voire microlitres. Cela représente un grand
avantage pour 'analyse d’échantillons a manipulation dangereuse ou a cotlt élevé. Cette étude de
faisabilité, bien que les développements aient été faits en utilisant le ZrO2* comme simulant de
I'UO22*, montre que la méthode SIA proposée offre déja une réduction sur les volumes
d’échantillons et d’effluents par rapport a la méthode de mesure de 'acidité libre proposée par
MAYANKUTTI (Tableau 9). L'inconvénient majeur réside dans la difficulté de développer des
méthodes différentes du fait de la complexité du mélange réactionnel. Dune part, les mélanges
sont si complexes que les méthodes associées ne deviennent applicables que pour une
problématique particuliere. D’autre part, I'incapacité de simuler la fagon dont les réactifs sont
mélangés lorsque le volume ou l'ordre d’injection est modifié, rallonge le temps de développement
analytique. Toutefois, les systemes SIA sont des outils suffisamment robustes pour pouvoir étre
utilisés en zone radioactive. De plus, une fois le développement analytique effectué, la mise en

ceuvre d'un titrage analytique devient facilement applicable. Pour ces raisons il a été conclu, a
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partir de I’étude de faisabilité, qu’il y a un grand intérét a développer une méthode SIA pour la

mesure d’acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant de 'UQ22*.

Tableau 9 - Tableau de comparaison des performances entre la méthode de mesure de lacidité
Iibre proposée par MAYANKUTTI sur paillasse et son équivalent par titrage SIA

Méthode SIA ~ Méthode sur
paillasse
A% échantillon par analyse 60 HL 10 mL
V effluents rejetés par analyse 1 mL 60 mL
Temps d a}nalyse- par 2min 5 s >20 min
échantillon

3. Développement d’'une méthode SIA adaptée a la mesure de l'acidité libre
de solutions contenant de I'U(VI)

Dans la section précédente une méthode de mesure de I'acidité libre de solutions d’acide nitrique
contenant du ZrO2* a été développée. La méthode en question tient compte des critéres
physicochimiques définis dans le Chapitre 1. Pour ce faire, une méthode en 3 étapes a été mise en
ceuvre dans une nouvelle séquence SIA, ce qui a permis de maintenir le pH du mélange
hétérogene a une valeur inférieure a 6 afin de favoriser la complexation par oxalates, plutét que
la formation de produits d’hydrolyse et de précipités. De plus, la méthode inclut une étape de
dilution qui permet 'obtention d’'un rapport de concentrations [C204]2 / [cation métallique] > 5 sur
I'ensemble du mélange, ce qui est indispensable pour maximiser la quantité d’ions uranyle

complexés.

Avant de commencer les phases d’expérimentation et de développement analytique, un nouvel
indicateur coloré permettant de travailler avec les contraintes (colorimétriques) engendrées par
I'UO22* a été choisi, en veillant a ce que le changement de couleur se produise a un pH inférieur a
6.

En effet, il a été nécessaire de choisir un nouvel indicateur coloré car, comme pour le vert de
bromocrésol, 'UQO22* et ses complexes avec l'oxalate absorbent la lumiére en-dessous d’une
longueur d’onde de 480 nm (Figure 43 ; 44) et interférent donc avec la mesure absorptiométrique
(effectuées a 466 nm). Il faut mentionner qu’il était possible d’utiliser le vert de bromocrésol & une
autre longueur d’onde de mesure (& 620 nm par exemple). Cependant, afin de f afin de minimiser
leffet sur la mesure des possibles réactions de hydrolyse ayant lieu a des pH au-dela de 6, il est
souhaité que I'absorbance maximale de l'indicateur soit obtenue a des pH acides et que

I’absorbance minimale soit obtenue a des valeurs proches de 6.
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Figure 43 : Graphique montrant le spectre d’absorbance du vert de bromocrésol a plusieurs pH [11].
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Figure 44 © Graphique montrant le spectre d’absorbance des différentes espéces d’UO2?* complexés avec de
T'oxalate. M=UO#*, L = C204 [12].

Cest donc le rouge Congo (>35 %) qui a été choisi comme indicateur coloré pour suivre le titrage
par SIA. Ce composé chimique a un pKa égal a 4,1 et vire du rouge (forme basique) au bleu (forme
acide) entre pH 3 et 5 [13]. De plus, la longueur d’onde de suivi absorptiométrique a été choisie a

650 nm, loin du spectre d’absorption de 'uranyle.

Le domaine d’acide nitrique pour lequel la méthode d’analyse doit étre validée, ainsi que la
concentration en cation UO22+, en oxalate de sodium et en hydroxyde de sodium ont également da
étre définis. Les solutions d’indicateur coloré et de Na2C:04 (99 %) ont été préparées aux
conditions de saturation a 25°C pour donner lieu a des solutions de concentration 5 mmol L1 et
0,27 mol L respectivement. L’hydroxyde de sodium (99,9 % titrinorm) a été utilisé a une
concentration de 0,25 mol L'1. La solution standard de nitrate d’uranyle (HNOs = 2,77 mol L1 et
U022t = 1.08 mol L'1) a été fournie par la CETAMA au CEA Marcoule. Les échantillons ont été
préparés en diluant cette solution avec plusieurs solutions d’acide nitrique (99,9 % titrinorm) a

des concentrations différentes. Ainsi, 21 échantillons ont été préparés couvrant une gamme de
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concentration en acide comprise entre 0,5 mol L1 et 3 mol L'l et une concentration en UQ22*

comprise entre 0 et 0,54 mol L' (Tableau 10).

Tableau 10 - Récapitulatif du panel de solutions préparées

Analyte [U02+] [U024] [U02+] [U02] [U02+]
0 mol L1 0,135 mol L1 0,27 mol L1 0,405 mol L1 0,54 mol L1
0,5 0,35 0,69
1 1,1 1,2 1 1,4
[HNOs] mol L1 2 2,2 1,7 1,7 1,9
3 2,8 2,8 2,2 2,4
4 2,9 2,8

Les solutions et criteres d’analyse étant définis, le volume d’injection des réactifs de la séquence
SIA a été optimisé par expérimentation jusqu’a obtention d'une relation linéaire entre

I'absorbance mesurée et la concentration en acide dans I’échantillon.

3.1. Optimisation d’'une séquence SIA pour la mesure d’acidité libre d'un échantillon
d’acide nitrique contenant du cation UQO22*

La séquence SIA développée dans la section précédente concernait la mesure d’acidité pour des
échantillons contenant des cations ZrO2?* a une concentration de 0,105 mol L1. Cette séquence
respecte la condition d’avoir un rapport [oxalate] / [cation métallique] > 5 nécessaire a la bonne
complexation du cation hydrolysable. Cependant, il est important de noter que la concentration
en UO22+ des échantillons préparés s’éleve a 0,54 mol L1, concentration cinq fois plus importante
que la concentration de ZrO2+ utilisée pendant I’étude de faisabilité. Pour cette raison, il a fallu
modifier le volume d’injection des réactifs de la séquence SIA afin de respecter les conditions
physicochimiques du titrage de l'acidité libre lorsque les ions d’uranyle seront injectés. D’autre
part, par rapport au vert de bromocrésol le pKa du rouge Congo est d’'une unité plus acide, sans
compter qu’il est 4 fois moins soluble dans I'eau (10 mg mL! contre 40 mg mL). Pour tenir
compte de cela, I'optimisation de la séquence SIA a été réalisée par injection de 5 fois moins

d’échantillon et 4 fois plus d’'indicateur coloré.
Linéarité et spécificité

Dans un premier temps, I'optimisation du titrage par SIA a été faite a partir des 5 échantillons
d’acide nitrique sans UQOg22*. Ainsi, le volume d’injection des réactifs a été modifié progressivement
jusqu’a obtention dune relation linéaire entre l'aire sous les courbes d’absorption et la
concentration des étalons d’acide. Apres optimisation une droite d’étalonnage ayant un coefficient
de détermination (r2) > 0,99 sur un domaine d’acidité compris entre 0,5 et 3 mol L' a été obtenue

(Tableau 11 ; Figure 45).
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Tableau 11 - Séquence SIA optimisée pour la mesure dacidité libre d’une solution d'acide nitrique
contenant de I'UO2?*. Temps total de I'analyse 2 min 30 secondes. Débit de mélange 24 ulL s™.

Volume aspiré

Ordre d'injection  Ligne multi-vanne Composé chimique (uL)
1 Liquide vecteur Oxalate (0,27 mol L)) a pH=5,6 100
2 Réactif A NaOH (0,25 mol L'1) 30
3 Réactif B Rouge de Congo (0,015 mol L1) 40
4 Liquide vecteur Oxalate (0,27 mol L'1) a pH=5,6 175
5 Poubelle Ejecter mélange vers la poubelle 125
o e O0IMLgmal
7 Liquide vecteur Oxalate (0,27 mol L)) a pH=5,6 170
8 Liquide vecteur Rincage du systeme avec le liquide 350

vecteur

En-dessous de 0,5 mol L1 et au-dela de 3 mol L! la relation entre I'aire du pic d’absorbance et
lacidité de I’échantillon suit un comportement non-linéaire jusqu’a atteindre 'ordonné a l'origine
en 0 et de lautre cOté jusqu’a atteindre une valeur d’absorbance seuil constante. Un tel
comportement s’explique par la variation d’absorbance de I'indicateur coloré avec le pH. Par
exemple, a des concentrations en acide plus faibles que 0,5 mol L1, I’échantillon n’est plus capable
d’acidifier suffisamment le mélange pour dépasser une valeur de pH entrainant un changement
d’état d’ionisation de I'indicateur coloré et donc une transition de couleur, processus qui est non-

linéaire lorsque la valeur d’acidité se rapproche a 0.
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Figure 45 ° Graphiques relatifs au titrage par SIA pour la mesure dacidité d’échantillons contenant du
HNO:s entre 0,6 mol L'! et 3 mol L. a) Graphique montrant la variation de I'absorbance du rouge Congo
pour les différentes concentrations d'acide nitrique. La longueur d'onde de mesure est de 650 nm + &5 nm ; b)
Droite d’étalonnage pour le titrage par SIA d’échantillons d’acide nitrique avec du NaOH 0,25 mol L.

79



Bien que la droite d’étalonnage soit linéaire par rapport a un domaine d’acide nitrique, il faut
encore démontrer que la séquence SIA développée reste valide pour l'analyse d’échantillons
contenant des ions d’'uranyle. En effet, pour que I'erreur sur la mesure induit par I’hydrolyse des
cations soit négligeable, il faut que I'oxalate complexe la quasi-totalité des ions uranyle contenus
dans la solution. Afin d’évaluer la spécificité de la méthode, c’est-a-dire la capacité de la séquence
STIA a minimiser les effets d’interférences provenant des ions actinide, 16 échantillons d’acide
nitrique contenant de 'UO22* ont été analysés par la nouvelle méthode SIA. Afin de caractériser
leffet de I’hydrolyse des cations sur la mesure d’acidité libre, un titrage par SIA a été réalisé en
remplagant l'oxalate par de I'eau. L'effet de I'hydrolyse sur la mesure d’acidité libre se caractérise
par une translation de la droite d’étalonnage par rapport a celle obtenue pour des échantillons ne
contenant pas d'uranyle. Cela est di au fait de 'augmentation des ions H* libérés lors de

I'hydrolyse (Figure 41).
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Figure 46 - Graphique montrant I'influence de I'hydrolyse sur le titrage par SIA de solutions d'acide nitrique
contentant d’ions UO2?*. Pour la mesure l'oxalate a été remplacé par de l'eau afin de maximiser la réaction
d’hydrolyse.

La Figure 47 présente les points expérimentaux obtenus avec la méthode SIA en présence
d’oxalate. Les mesures d’acidité de ces 16 échantillons contenant de I'uranyle s’alignent tous sur
la méme droite d’étalonnage. Ces résultats confirment que pour la mesure d’absorbance a 650 nm,
la présence des ions uranyle n’interfére pas sur la mesure d’acidité de I’échantillon pour un
domaine d’acidité compris entre 0,5 mol L1 et 3 mol L'l et pour des concentrations en UQO22+

d’entre 0 et 0,54 mol L't (Figure 47).
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Figure 47 © Graphique montrant la validité du titrage par SIA pour la mesure dacidité libre de solutions
d’acide nitrique contentant des ions UQO2?*. Comparaison entre la droite détalonnage déchantillons
contenant uniquement du HNO;s avec celles obtenues pour les échantillons contenant du HNOs et aussi de

ruozst.

Dans un deuxiéme temps pour confirmer la complexation de 'UQO22* pendant le titrage par SIA, le
dégrée de complexation a été estimé a partir d’'un calcul de spéciation sur le mélange hétérogene
passant devant le détecteur selon la procédure décrite précédemment. Pour ce faire, le profil de
concentration des espéces a été recalculé pour la nouvelle séquence SIA. Cela a été fait en
utilisant la méme procédure expérimentale que dans la section 2.1.1 du Chapitre 2 de cette thése.
Ensuite, 'estimation sur la concentration de chacun des réactifs lorsqu’ils passent devant le
détecteur a été couplée avec le logiciel de spéciation chimique CHESS. L’objectif a été de simuler
en fonction du temps, le titrage par SIA de I’échantillon le plus concentré en HNOs et en UQO22+
(Figure 48). A partir des résultats obtenus par simulation, il a été confirmé que les ions oxalate
complexent en moyenne 99% des cations UQOs22* contenus dans la solution. De fagon analogue,
dans le chapitre 1 section 3 de la thése il a été conclu qu'un rapport de concentration [oxalatel/
[cations hydrolysables] supérieur a 5 est nécessaire pour complexer les cations ’'UQq2*, et & partir
d’'une analyse visuelle du profil de concentration des réactifs, il peut étre observé que le rapport

de concentration [oxalatel/ [cations hydrolysables] est majoritairement supérieur a 7.
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Figure 48 : Graphique montrant le profil de concentration des réactifs ayant lieu lors du titrage par SIA de
lacidité libre d'un échantillon contenant du HNO3 2,77 mol L et du UO2?* 0,564 mol L. Sur I'axe secondaire
1l est montré le résultat des calculs de spéciation CHESS estimant le pourcentage de UO2z ?* complexé au
moment de la détection, La séquence d’injection des réactifs est celle détaillée sur le tableau 11.

- FExactitude de Ia méthode

L’estimation de I'exactitude de la méthode SIA, a été déterminée par comparaison entre la valeur
d’acide mesurée pour de nouveaux échantillons et la valeur réelle attendue (Tableau 10 ; page 78).
La distribution de lerreur présentée Figure 49 est aléatoire sur l'ensemble des échantillons
testés. Ceci enléve I'’hypothese d’avoir une erreur systématique induit par la présence d’ions
hydrolysables. En outre, I'écart-type de l'erreur a été pris en compte pour définir un seuil de
décision, ou il peut étre dit que 95% des mesures d’acidité effectués par titrage par SIA, auront

une valeur aux alentours de £9% la valeur d’acidité réelle (Figure 49).
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Figure 49 © Graphique montrant l'erreur en pourcentage (valeur calculée - valeur réelle) du titrage par SIA.
Les lignes en bleu montrent les seuils de décision par rapport a la valeur réelle a 95 % de confiance.

Finalement, l'écart-type relatif (RSD) a été calculé afin de déterminer la répétabilité de la

méthode STA. 11 mesures consécutives sur 2 échantillons différents ont été réalisées. L’écart-type

relatif estimé sur les deux échantillons est inférieur a 7,5% (Tableau 12).

Tableau 12 - Bilan des mesures de répétabilité effectuées

HNOs (mol L1) U022+ (mol L1 Ecart-type relatif (%)
2, 77T M 0,54 M 6,6
2,22 M 0,135 M 7.2

Les performances analytiques présentées pourront, sans aucun doute, étre améliorées en
synchronisant le déclenchement de 'acquisition des spectres avec la SIA de maniére a ce que la
mesure soit parfaitement synchrone (et répétable) avec I'éjection de la solution vers la cellule de
mesure, ce qui n’était pas encore le cas pour ces mesures. En contrepartie, la méthode développée
est désormais semi-automatique, réduit d'un facteur 500 la quantité d’échantillon et produit un

volume 40 fois moindre de déchets par rapport a la méthode proposée par MAYANKUTTY.

3.2. Conclusions au développement d'une méthode SIA adapté a la mesure de I’acidité
libre de solutions contenant U(VI)

Une nouvelle méthode analytique miniaturisée de titrage de l'acidité libre de solutions d’acide
nitrique chargées en UQO322*+ a été développée avec succes dans ce chapitre. Cette méthode est une

adaptation de la méthode décrite par MAYANKUTTI et par la CETAMA (Méthode G.23) et utilise
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l'oxalate de sodium comme agent complexant de 'uranyle afin d’éviter son hydrolyse durant le
titrage de I'acide par une base forte. D'un point de vue expérimental 'analyse est mise en ceuvre
dans un systéme d’analyse A injection séquentielle (SIA) permettant de travailler a une échelle
réduite par rapport aux méthodes de référence. A partir d'une série de simulations validés par
lexpérimentation, une séquence d’'injection de réactifs permettant de doser des solutions
contenant de 0,5 & 3 mol 't de HNOs, avec des concentrations de UQOs22* allant jusqu’a 0,54 mol Li’!
a été mise au point. Ce systéeme analytique est robuste et précis avec un écart type relatif de 7,5 %
dans le domaine d’analyse concerné. Il faut préciser, que ce domaine expérimental peut étre
modifié en adaptant les volumes d’injection ou encore la concentration des réactifs. La méthode
SIA développée est a notre connaissance, la premiere application d'un systéeme SIA pour la
mesure de l'acidité libre. Par rapport a la méthode d’analyse mise en ceuvre sur paillasse, la
nouvelle méthode SIA réduit le volume d’échantillon, le temps d’analyse et le volume de déchets
généré par analyse (Tableau 13), critéres d’amélioration déterminant en termes de sureté du

personnel et d'impact sur I’environnement.

Finalement, 'automatisation de la séquence d’analyse diminue les sources d’erreur sur la mesure
et offre la possibilité d’effectuer des analyses a haut-débit pour aboutir a un fonctionnement
analytique plus rentable. Sachant que la SIA est un outil analytique bien connu dans I'industrie,
le transfert de la méthode vers un laboratoire d’analyse de routine peut étre accompli dans un
délai de temps plus court que pour d’autres technologies expérimentales telles que la
microfluidique. L’application développée représente donc un bon exemple de développements dans
le domaine des sciences analytiques, pouvant étre désormais utilisées comme un outil capable

d’améliorer le caractére opérationnel et environnemental des procédés nucléaires.

Tableau 13 Tableau de comparaison des performances entre la méthode de mesure de l'acidité libre proposé
par MAYANKUTTI sur paillasse et la méthode par titrage par SIA.

Méthode SIA ~ Méthode sur
paillasse
\Y% échantillon par analyse 10 ML 5 mL
\Y% effluents rejetés par analyse 1,5 mL 60 mL
Temps d a}nalyse_ par 2min 30 s >20 min
échantillon
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CHAPITRE 3

Conception et mise-en-ceuvre du premier microsystéme
d’analyse dédié au titrage volumétrique de I'acidité libre
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1. Introduction

Comme discuté dans le premier chapitre de la thése, le cadre général du projet est d’utiliser les
avancements technologiques de 1’électronique, 'informatique et les sciences des matériaux pour
faire évoluer les systémes d’analyse des procédés. Malgré l'intérét généralisé d’obtenir une
meilleure identification, caractérisation et quantification des substances a analyser, la portée du
projet reste définie avant tout par les enjeux et besoins inhérents aux analyses ciblées. C'est
pourquoi, les améliorations proposées dans cette thése sont en accord avec le cahier des charges
défini par Areva La Hague, concernant les besoins techniques pour améliorer le suivi et controle
du procédé de retraitement du combustible nucléaire. Ces consignes ont été prises en compte pour
Iamélioration de la mesure de l'acidité libre de solutions d’acide nitrique contenant des cations
d’actinides hydrolysables. En effet, il est attendu que le délai de 'analyse entre le prélévement et
le rendu de résultats soit inférieur a 1 poste (< 8h). Le systéme d’analyse doit également résister
aux agressions liées a l'environnement (hostile) nucléaire et aux fortes acidités (<5 mol/L).
L’incertitude sur la mesure d’acidité libre ne doit pas dépasser 10% de la valeur vraie. Enfin, les

analyses chimiques et les instruments associés doivent étre miniaturisés et automatisés.

Nous avons vu précédemment un « pseudo-dosage » SIA mettant en ceuvre des volumes a ’échelle
milli, permettant de mesurer 1'acidité libre de solutions contenant de 0,5 a 3 mol L'l de HNOs,
avec des concentrations de UQ22* allant jusqu’a 0,54 mol L'l. La méthodologie utilisée est une
adaptation de la méthode décrite par MAYANKUTTI et par la CETAMA (Méthode G.23), qui
utilise 'oxalate de sodium comme agent complexant de I'uranyle afin d’éviter son hydrolyse. De
plus, la justesse calculée sur la mesure est de +9% la valeur d’acidité réelle, avec un RSD de
répétabilité estimé a moins de 7,5%. Par rapport a la méthode d’analyse mise en ceuvre sur
paillasse, la méthode SIA proposée réduit le volume d’échantillon, le temps d’analyse et le volume
de déchets générés. L’automatisation de la séquence d’analyse diminue les sources d’erreur sur la
mesure et offre la possibilité deffectuer des analyses a haut-débit pour aboutir a un
fonctionnement analytique plus rentable. Globalement, la solution développée en SIA est

conforme au cahier de charges du projet dans le domaine d’analyse mentionné précédemment.

Bien que le titrage par SIA soit trés avantageux, I'inconvénient majeur réside dans la difficulté de
développer les méthodes du fait de la complexité du mélange réactionnel. D’'une part, les
mélanges sont si complexes que les méthodes associées ne sont applicables que pour un systéme
chimique donné dans un domaine d’analyse en particulier. D’autre part, I'incapacité de simuler la
facon dont les réactifs sont mélangés, lorsque le volume ou l'ordre d’injection est modifié, rallonge
le temps de développement analytique. De facon a simplifier le travail de compréhension des
phénomeénes a I'intérieur du canal de mélange, MAGNALDO et DAVIN ont appliqué le modeéle de
dispersion développé par TAYLOR en 1953 pour aboutir a un brevet de principe, qui décrit

comment la formation de gradients de concentration linéaires peut étre utilisée pour faire un
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titrage volumétrique. Comme expliqué dans la section 2.2.2.4 du Chapitre 1 de cette thése, le
brevet déposé en 2002 par MAGNALDO et DAVIN est basé sur la génération rapide (t < 1s) de
gradients de concentration linéaires le long du capillaire de réaction, ce qui permet d’effectuer des
dosages volumétriques en semi-continu. Il est aussi proposé de doper les deux réactifs avec un
indicateur coloré afin de permettre un suivi de la réaction acide-base a l'aide d’'un systéme de
détection adapté. De fagon générale, la stratégie de titrage par génération d’'un gradient linéaire
en régime ballistique en capillaire décrite dans le brevet, et que désormais nous appellerons

titrage ballist-mix, peut étre interprétée comme un processus en trois étapes (Figure 50) :

1. Une premiere étape dédiée a la formation d'un gradient de concentration linéaire, ou
Iéchantillon d’acide est dispersé linéairement pendant un temps (t1 < 1s) sur la longueur

d’un micro canal droit contenant initialement une base.

2. Une fois le gradient de concentration formé, I'injection d’acide sera arrétée pour donner
lieu, dans un deuxiéme temps, a 'homogénéisation du mélange acide-base par diffusion

axiale simple (t2 < 60s).

3. Enfin, le mélange acide-base est a nouveau mis en mouvement pour le faire passer devant
le point de détection. Cette fois-ci, il faut que le débit du mélange soit suffisamment faible
pour ne pas déformer le profil de concentration linéaire. Dans ce cas, il sera possible de
remonter a l'acidité de ’échantillon a partir de la position du point d’équivalence sur la
longueur du capillaire. Cette position pourra étre estimée en connaissant le débit du
mélange et le temps nécessaire pour que la forme acide de I'indicateur passe devant le

détecteur.
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Figure 50  Schéma de principe de la méthode de titrage par génération d’un gradient linéaire en régime
balistique en capillaire proposée par MAGNALDO et DAVIN [1]. Le schéma représente le titrage d’un acide
fort (1 mol L'1) avec une base forte (1 mol L'1). 1-2) Formation du gradient de concentration linéaire 5 3)
Homogénéisation radiale des réactifs s 4) Mesure de I'acidité d’'un échantillon en passant le mélange devant
le farsceau d’'un microscope confocal.

L’avantage le plus important d’'un titrage par génération d’'un gradient linéaire en capillaire ou
ballist-mix est illustré dans la figure 50. En effet, la formation de gradients de concentration
linéaires permet d’estimer facilement la concentration de chacun des réactifs le long du canal de
mélange et, par conséquent, d’estimer aussi la position dans le capillaire ou la concentration
d’acide et de base seront équivalentes, autrement dit, la position du point de titrage acido-
basique. La Figure 51 présente la position du point d’équivalence théorique obtenue par
simulation numérique pour le titrage ballist-mix de solutions d’acide nitrique (a plusieurs

concentrations) par une base forte NaOH (1 mol L) (Figure 51).
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Figure 51 © Représentation graphique de la méthode du titrage par dispersion proposée par MAGNALDO et
DAVIN [1]. Le graphique montre Ila relation existant entre la longueur du micro-canal et les différentes
concentrations dacide nitrique (0,5 - 5 mol L'1) dosées avec 1 mol Llde NaOH. La longueur du micro-canal
est de 160 mm avec un diamétre interne de 500 um de géométrie ronde. Le graphique a été fait a partir d'un
bilan de matiére théorique pour Ila dispersion d’une espéce acide sur une base. Tous les détails relatifs a Ila
construction de ce graphique seront détaillés dans la section 3 de ce chapitre.

Ce graphique permet d’illustrer I'allure du mélange dans un capillaire de 500 um de diametre
interne. Le point d’équivalence se déplace le long du capillaire en fonction de la concentration de
la solution acide. Ces résultats indiquent également que la plus grande résolution (d(x) /([acide] ;
avec d(x) I’écart de position du point d’équivalence le long du capillaire en fonction de la différence
de concentration en acide dans 1’échantillon) de la méthode est observée pour des concentrations
en acide proches de la valeur de concentration de la base ((HNOs] < 2), ce qui peut permettre de
distinguer sans difficulté le titrage d'un échantillon de 1 mol L1 d’acide d’'un autre ayant une
concentration de 1,25 mol Li'l. La méme opération ne parait pas si évidente pour le titrage d’acides
a une concentration plus élevée ([HNOs] > 3), ot la distance entre les points d’équivalence des
différentes concentrations d’acide se voit raccourcie. Malgré tout, rien n’empéche l'existence d'une
concentration de base optimale, permettant de maximiser la résolution du titrage par dispersion

dans un domaine d’analyse spécifique.

Cette méthode de génération de gradient linéaire pour réaliser un titrage ballist-mix présente de
nombreux avantages. D’une part, son fonctionnement en semi-continu sans liquide vecteur pour

la mise en mouvement des réactifs, apporte une solution technique aux probléemes de
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surconsommation d’échantillon. De plus, la formation de gradients de concentration linéaires
facilite le travail de compréhension des mélanges entre réactifs, ce qui rendra plus simple

I'intégration de calculs de spéciation vis-a-vis de la méthode de développement analytique.

Ces avantages restent théoriques car jusqu’a présent seul le concept a été démontré, aucun
systéme d’analyse et aucune technique analytique n’existent pour effectuer des titrages ballist-
mix a Iéchelle micrométrique. En vue de cela, 'objectif principal abordé dans ce chapitre est le
développement d’'un systeme d’analyse permettant de faire le titrage ballist-mix pour la mesure
de l'acidité libre. Par rapport au titrage par SIA présenté dans le chapitre 2 de la these, dont la
mise en ceuvre nécessite un systéme occupant preés de 25 L de volume et un systéme de détection,
le systeme d’analyse décrit dans ce chapitre utilise une diversité d’avancées technologiques en
termes de fabrication, de détection, et de mécanique de fluides qui permettront dans un futur
proche, l'intégration de tous les éléments nécessaires a l'analyse dans un seul microsystéme
occupant moins de 25 mL de volume et un systéme de détection, ce qui veut dire une réduction d’
un facteur 1000 de la taille du systéme d’analyse. Pour cette raison, le systéme de titrage ballist-

mix développé dans ce chapitre a été référencé comme un systeme a I’échelle micrométrique.

L’intérét de réduire a I’échelle micrométrique les diverses techniques analytiques est de plus en
plus marqué depuis la fin des années 90. Ces dispositifs miniaturisés, nommés microsystémes
d’analyse totale (WTAS) [2], intégrent la totalité des étapes nécessaires pour analyser un
échantillon, des le traitement de 1’échantillon jusqu’a la séparation et 'analyse des molécules
d’intérét. Fabriqués en verre ou matériaux polymeére, les microsystémes ont une taille de quelques
millimetres et permettent la manipulation de volumes de fluides allant des picolitres a quelques
microlitres (Figure 52). Sur le méme principe, un Lab-On-Chip (LOC) ou laboratoire-sur-puce, est
Iéquivalent d'un morceau de pTAS qui integre uniquement une ou plusieurs étapes du processus
d’analyse d'un échantillon, normalement limité a la séparation et/ou l'analyse des molécules

d’intérét.
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L] \ I
Nanofluidique Microfluidique //YT

Petri -...,_-./-

Puce aADN  Microplaque
a puits

Figure 52 : Lab-on-chip comme des outils a I'échelle cellulaire [3]
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Les LOC ont trouvé leur place dans les différentes disciplines de la chimie (Tableau 14), ou le

temps et le coGt réduit des analyses de laboratoire ont permis une restructuration des procédés

industriels vers des systéemes plus compétitifs, écologiques et sécurisés.

Tableau 13 : Segmentation du marché des lab-on-chip selon les applications [3]

Segment du marché

Exemples d’application des
LOC

Avantages des LOC pour toutes
les exemples d’application

Diagnostic (médecine)

Médicaments
Biotechnologie

Ecologie

Lieu de diagnostic / auto
surveillance
Laboratoire centralisé

d’analyses sanguines
Criblage a haut débit

Caractérisation de molécules
Suivi des procédés
Développement de procédés

Agriculture/environnement/eau

¢ Portabilité

e Analyses a haut débit

¢ Instrumentation a
faible cotut

e Dispositifs jetables

* Analyses
variables

¢ Faible volume
d’échantillon nécessaire

*  Justesse et fidélité

multi

e Analyses
automatisables
programmables

Sécurité intérieure

et

Le succés des LOC dans d’autres filieres de l'industrie chimique a permis d’envisager
I'introduction de ces dispositifs miniaturisés dans l'industrie du nucléaire. En effet, le
développement d'un lab-on-chip adapté a la mesure d’acidité libre pourrait dans un futur proche,

apporter les avantages suivants :

e Quelques microlitres de réactif suffisent pour l'analyse, cela représente une réduction
dans les volumes de déchets, de réactifs et d’échantillons a analyser considérable.

e Le temps d’analyse total par échantillon est réduit.

e Le faible volume d’échantillon nécessaire entraine une diminution des risques de
contamination radiologique et des doses engagées.

e La petite taille des microsystémes favorise leur nucléarisation.

o Les microsystémes peuvent étre fabriqués en masse ce qui entraine une réduction du cott
de fabrication.

e L’intégration d’'une fonction optique et d'une fonction de prélevement de I’échantillon

pourrait rendre possible I'analyse industrielle au plus prés de la ligne.

Au cours des 15 dernieres années plus de 50 000 articles ont été publiés a propos de la
microfluidique [4] et le chiffre continue d’augmenter. De plus, 10 000 brevets ont été despoés aux
Etats-Unis avec le terme « microfluidic » [5] ce qui montre I'intérét porté au développement de
LOC. Malgré les avancées technologiques dans ce domaine, développer un dispositif analytique
miniaturisé reste toujours un défi lorsqu’il s’agit d’intégrer « plusieurs domaines » tels que la

chimie, la physique, la Dbiologie, la mécanique, la mécanique des fluides, loptique,
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lautomatisation et/ou les sciences des matériaux sur un seul élément. Bien que cela semble

compliqué, le défi en question a été relevé pendant la thése.

Dans ce chapitre seront donc détaillés les travaux menés en vue du développement d'un LOC, qui
utilise le principe du titrage ballist-mix pour la mesure d’acidité. Pour ce faire, dans un premier
temps les critéres de base permettant de choisir et d’assembler les moyens mécaniques et de
détection nécessaires pour faire une étude de faisabilité sont expliqués. Cette étape a été
importante pour déterminer s’il est possible ou non de développer un titrage ballist-mix a I’échelle
micro. Dans un deuxieme temps sont décrits les modifications apportées au systéme d’analyse
utilisé pour I'étude de faisabilité. En effet, celui-ci a été muni de nouveaux éléments mécaniques
faits sur mesure, afin d’améliorer son fonctionnement et de permettre le développement d’'une
premiére méthode analytique pour le titrage ballist-mix d’'un échantillon d’acide nitrique. Enfin,
dans un troisiéeme temps, une étude complémentaire afin de trouver et valider une solution
permettant d’adapter ce type de titrages pour la mesure de I'acidité libre par ajout d’oxalates a
été réalisée. Il s’agit d’'une étape non triviale puisque sa mise en ceuvre va au-dela du contact
entre un acide et une base, car son fonctionnement exige en plus 'injection d’'un indicateur coloré

et de I'oxalate en tant qu’agent complexant.

2. Etude de faisabilité du titrage ballist-mix a I’échelle micro métrique

Durant ces dernieres années, le développement technologique des LOC a été fortement guidé par
les besoins des sciences de la vie, notamment de la biochimie, de la biotechnologie, de la
biomédecine et de la pharmaceutique avec quelques apports de l'analyse industrielle. Les
avancées issues des disciplines mentionnées précédemment ont permis une acquisition de
connaissances telle, quune diversité de puces génériques en microfluidique est déja accessible
dans le commerce. Néanmoins, la quantité croissante de puces avec des configurations préétablies
ne diminue pas substantiellement la charge de travail nécessaire pour le développement dun
LOC. En effet, il est nécessaire de prendre en compte 4 parameétres fondamentaux pour choisir la

puce microfluidique de base ainsi que le systeme permettant sa mise en ceuvre :

e La micro technologie de fabrication : la croissante utilisation de la microfluidique pour des
applications a des volumes trés réduits (< 100 pL), a été possible grace aux améliorations
des techniques de micro usinage issues de l'industrie microélectronique, qui permettent
d’obtenir des arrangements complexes entre les micro-canaux et donc d'imaginer des
solutions plus innovantes. Cependant, chacune des techniques ayant ses propres
avantages et inconvénients, il faudra tout d’abord s’assurer qu’il existe une technique de
micro usinage permettant la fabrication de la puce microfluidique de base selon la
géométrie et les dimensions des micro canaux souhaitées. Aujourd’hui, les outils

microfluidiques les plus répandues utilisent le PDMS/PMMA, et des matériaux
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thermoplastiques comme matiére premiére [6]. Néanmoins, ces matériaux étant sensibles
a la radiolyse [7], ils ne sont pas considérés comme aptes pour leur utilisation dans notre
recherche. Fort heureusement, certaines techniques permettent la fabrication de puces
microfluidiques en verre, qui est un matériau déja utilisé en présence de radionucléides
et/ou a de solutions dont la concentration en acide nitrique est trés forte. En contrepartie,
les procédés de fabrication demandent l'utilisation de technologies colteuses avec des

temps de fabrication pouvant aller de quelques heures jusqu’a plusieurs jours [8].

e La plateforme microfluidique : ce terme fait référence a un assemblage d’opérations
unitaires (i.e. distillation [9], transfert de chaleur [10], mélanges diphasiques [11])
nécessaires pour la mise en ceuvre d'un LOC. De plus, chacune des opérations a intégrer
dans un LOC doit étre manufacturable a partir de la méme technique de micro usinage, et
doit avoir recours au méme phénoméne physique pour entrainer le liquide (forces de
capillarité, pression, champ électrique, ondes acoustiques, parmi d’autres) afin d’éviter de
possibles incompatibilités avec la mécanique des fluides et la physicochimie des réactions
qui auront lieu dans le LOC. Le choix du phénomeéne physique a utiliser dans la
plateforme microfluidique n’est dépendant principalement que des propriétés physico-
chimiques du fluide a transporter et définit le profil de vitesse généré selon la force
motrice de propulsion. Pour un dispositif actionné par un champ électrique le profil de
I’écoulement sera plan, tandis que pour un dispositif actionné par pression le profil sera
parabolique [12] (Figure 53). En effet, ce dernier profil est celui qui correspond au principe
de dispersion détaillé par TAYLOR (1953) et qui sera utilisé pour le développement du

titrage par dispersion.
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Figure 53 : Profil d’écoulement pour 2 plateformes microfluidiques. a) Actionné par un champ électrique
(flux électroosmotique) ; b) Actionné par pression (flux hydrodynamique)

e La microfluidique : La microfluidique est la science (et la technologie) consistant a

manipuler et caractériser ’écoulement d'un fluide a travers un canal dont ou au moins
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une des dimensions géométriques est inférieure au millimétre (e.g. profondeur, largeur,
diameétre) [13]. L’intérét de fonder une discipline comme la microfluidique est de
caractériser des systémes a dimensions trés réduites (100 nm-100 pm). A cette échelle les
phénomeénes physiques macroscopiques, comme les forces de gravité, subissent une
diminution linéaire de leurs effets et les phénomeénes microscopiques, comme la
capillarité, deviennent prépondérants [14]. Afin d’appréhender plus facilement les
caractéristiques d'un systéme microfluidique, plusieurs grandeurs sans dimension ont été
introduites : Le nombre de Reynolds Re, proposé en 1883, qui caractérise le rapport entre
les forces d'inertie et les forces de viscosité. Ensuite, le nombre de Péclet Pe, qui lie la
convection et la diffusion et enfin le nombre de Knudsen Kn, qui est un rapport du libre
parcours moyen dune molécule sur une longueur caractéristique et qui permet de
classifier les milieux continus. En regle générale, les systemes microfluidiques sont
caractérisés par un petit nombre de Reynolds (Re <1000) et un grand nombre de Péclet
(Pe >100), car les forces de viscosité et le transport convectif du fluide sont prépondérants
[15].

o Le systéme de détection : un lab-on-chip doit permettre d’analyser qualitativement ou
quantitativement le fluide qu’il contient. C’est pourquoi le choix d’une technique de
détection est un des enjeux majeurs du développement et de I'application des systémes
microfluidiques. Les différentes techniques de détection disponibles pour les LOC peuvent
étre regroupées en 5 groupes en fonction de leur principe physique: détection par
spectroscopie moléculaire, analyse par imagerie optique, détection électrochimique,
analyse par spectrométrie de masse et RMN [16]. Pendant les travaux de thése, il sera

adopté une détection optique par fluorescence.

2.1. Description et mis en ceuvre d’'un prototype expérimental pour le premier
titrage ballist-mix

Description du montage expérimental

L’ensemble des 4 parameétres mentionnés précédemment a été pris en considération pour
concevoir un systéeme microfluidique apte pour I'analyse industrielle en milieu hostile. De cette
manieére, la stratégie proposée pour la formation de mélanges linéaires a été mise en place sur un

montage expérimental constitué de 5 blocs (Figure 54) :

e Un régulateur de pression Elveflow OB1® : alimenté par une source de N2 a 8 bars, ce
dispositif automatisé fournit au systéme microfluidique une pression allant de 5 mbar
jusqu’a 8 bar avec une précision de =5 mbar. Le temps de réponse de I'instrument est

de 500 ms.
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Un réservoir d’échantillon : avec une capacité de 100 mL le réservoir en Pyrex® porte
un couvercle pour garder I'étanchéité du systeme. Deux orifices assurent la mise sous
pression et la sortie du liquide vers le multiplexeur.

Un multiplexeur a 4 voies Elveflow MUX Flow switch matrix® : permet de contréler
automatiquement le passage du liquide vers la puce microfluidique. Le temps de
réponse de I'instrument est de 300 ms.

Un canal microfluidique : capillaire de silice de 35 cm de longueur comportant un
micro-canal hydrophile et 500 pm de diamétre interne.

Un microscope confocal ZEISS LSM 510 : systeme de mesure optique utilisé pour le
suivi du point de neutralisation par fluorescence. Cette technique de nature
photométrique, consiste en la combinaison d'une désexcitation non-radiative et d'une
désexcitation radiative d'une molécule fluorescente qui avait été amenée a un état
excité. Dans notre cas, l'excitation des molécules est effectuée par une source laser

d’argon a 488 nm et 25 mW.

Puce
Mmicrofluidique
‘Multiplexeur ~ Régulateur de;
prssion OB1

éservoir
d'échantillon

Figure 64 - Image du systéeme microfluidique utilisé pour I'étude de faisabilité en vue du premier titrage par
dispersion a la micro échelle. a) Ensemble d’éléments du systéme microfluidique. b) Micro canal capillaire en
verre et hydrophile de 35 cm de longueur et 500 um de diamétre interne couplé a deux jonctions en Y
fabriquées en PEEK, volume interne 70 ulL.

Dans le montage décrit ci-dessus de nombreux parameétres opératoires restent encore a définir.

D’une part, il faut trouver la pression a appliquer au liquide afin de former un gradient de

concentration linéaire, ainsi que la pression a appliquer afin de faire passer le gradient formé

devant le point de détection sans le déformer. D’autre part, le logiciel qui pilote les différents

éléments du systéme doit étre programmé, afin d’obtenir un contréle automatisé pour les étapes

de ringage, de formation du gradient linéaire, et de détection. Dans cette section de la thése, la

facon dont le systéme microfluidique peut étre utilisé pour la formation d'un gradient de

concentration linéaire et en conséquence, pour le premier titrage par dispersion sera détaillée.
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Choix de I'indicateur -

Le choix du systéme de détection en capillaire s’est porté sur la fluorescence autant pour suivre la
formation du gradient que pour le titrage acido-basique par dispersion. La fluorescéine de sodium
(NaF) a été choisie puisqu’en solution aqueuse ses différentes formes chimiques (cationique, pKa
= 2,08 ; anionique, pKa = 4,31 ; dianionique, pKa = 6,43) ont des propriétés d’absorbance et de
fluorescence trés différentes. Ses propriétés de fluorescences sont donc fortement dépendantes du
pH. De facon trés avantageuse, la plus forte fluorescence de la molécule est donnée a un pH

basique, tandis qu’a pH acide la fluorescence est presque nulle [17].

Détermination des paramétres opératoires permettant de générer un gradient de pression

Ilinéaire -

L’étude de faisabilité a été réalisée en utilisant une solution basique a NaOH 0,25 mol L dopée
avec NaF 500 pmol L1. La premiére étape de cette étude a consisté définir une stratégie qui

permette la formation du gradient de concentration linéaire le long du capillaire.

Le modele théorique de dispersion de Taylor-Aris appliqué a un canal de section cylindrique
prévoit que pour former un gradient de concentration linéaire il faut trouver des conditions
expérimentales permettant d’injecter I’échantillon acide dans un canal pré-rempli de solution
d’hydroxyde de sodium dopé 4 la fluorescéine dans un temps plus court que t < A% 3,8 Dw. (h
étant le rayon du capillaire et Din le coefficient de diffusion de la fluorescéine), dans le cas de
notre montage expérimental ce temps est égal 4 10 s (h = 250 pm ; D = 0,42 x 105 cm?/s). Dans
ces conditions-la, la diffusion n’a pas eu le temps d’agir et les espéces sont uniquement
transportées par advection par le champ de vitesse en direction de I’écoulement. Le résultat est la
formation d’'un gradient de concentration linéaire le long du capillaire. Ensuite, il a été défini une
séquence d’opération en accord avec les conditions de formation du gradient tenant aussi compte
des spécificités (contraintes) du montage expérimental utilisé. De cette maniére, la séquence
proposée permet le remplissage du capillaire avec un réactif B puis I'envoi d'un écoulement
instantané de réactif A pour aboutir a la formation d’'un gradient de concentration linéaire qui
g’arréte juste avant le point de détection, le gradient s’étale donc sur 30 cm. La séquence prévoit
aussi une pression d’éjection du mélange vers le détecteur qui ne modifie pas la linéarité du
gradient déja formé. Ceci est obtenu en poussant le mélange le plus lentement possible. Ceci est
réalisé avec une pression de 5 mbar (1 = 2 mm/s), pression la plus basse qui peut étre gérée par
le controleur de pression. Enfin, étant donné que les jonctions Y utilisées ne sont pas équipées de
systeme antiretour de fluide, le réactif A peut sortir du c6té de I'entrée du réactif B et vice-versa,
donc entrainer une contamination croisée des réactifs. Afin de minimiser cet effet, un systéme de

contrepressions a été mis en place pour assurer que les deux réactifs ne sortent que par les sorties

S1 et S2 (Tableau 15) (Figure 55).
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Tableau 14 - Séquence microfluidique optimisée pour la formation d’un gradient de concentration
Ilinéaire dans un capillaire de 500 um de diamétre, 35 cm de longueur et comportant deux
jonctions Y. Temps total danalyse = 6 min.

No Pression Pression Pression Pression Durée de
Sta .e Description de I'étape réactif A réactif B sortie 1 sortie 2 Iétape
P Pra(mbar) Prs(mbar) Psi(mbar)  Pss (mbar) (s)
Remplissage du capillaire i . i .
1 avec le Réactif B ; HoO 250 1000 300 (vide) 100 (vide) 20
Ajout du Réactif A ; NaOH
0,25 mol L' dopé avec . : . .
2 NaF 500 mol L1 pour 1000 250 100 (vide) 300 (vide) 0,75
former le gradient
3 HOfnogenelsatlo’n du 0 0 0 0 180
mélange dans l'axe
4 Ejection dL} mélange vers 5 0 0 0 150
le détecteur
Sortie 1 Réactif B
Ps1 Pra

\ Déterlstion /

7 e\

Pra 35cm ‘| Ps2

Figure 55 - Schéma du montage expérimental utilisé pour I'étude de farsabilité en vue du premier titrage par
dispersion a I'échelle micro. Pra, Psi, Prp, Ps2 sont les pressions appliqués pour la mise en mouvement de
chaque réactif .

A partir des premiéres expériences certaines limites d’utilisation ont été définies pour s’assurer
un fonctionnement robuste et reproductible. En effet, les conditions de temps de réponse et de
stabilité des pressions sont critiques. Le systéme OBI1 travaille de fagon précise a pression
positive P < +7000 mbar et sous vide P > -850 mbar avec un temps de stabilisation de 2 secondes.
Le méme systéme permet aussi le controle précis de pressions aussi basses que +5 mbar mais pas
au-dela, ce qui est en accord avec les spécifications du fournisseur. En ce qui concerne le
multiplexeur MUX, le temps d’ouverture et fermeture des vannes est d’environ 0,5 secondes.
Cette information est importante pour optimiser la pression et le temps de formation du gradient

de concentration linéaire (étape 2 ; Tableau 15).

Comme mentionné précédemment, I’'objectif premier est de générer une vitesse d’écoulement pour
le réactif A f(Pra) permettant de former un gradient de concentration linéaire de 30 cm de
longueur dans un temps inférieur a 10 s. Pour ce faire, différentes combinaisons de pressions et

de temps d’écoulement du réactif A ont été envisagées. L'objectif a été pour chaque pression, de
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trouver le temps d’écoulement nécessaire pour que le gradient de fluorescéine arrive jusqu’au
point de détection. Cela a été nécessaire pour pouvoir normaliser les différentes expériences par
rapport a la position du gradient dans le capillaire. Les figures 56 et 57 présentent les signaux de
fluorescence mesurés le long du capillaire en injectant un échantillon de fluorescéine dans un
capillaire rempli d’eau en fonction des conditions (pression, temps) d’établissement du gradient.
En effet, ce qui est observé dans les graphiques est I'influence de la vitesse d’écoulement, et donc
de la pression Pra, sur la linéarité du gradient obtenu. Par exemple, lorsqu’'une pression Pra de
1000 mbar est appliquée, un gradient de 30 cm de longueur est formé en 0,75 secondes. Le
gradient résultant, est composé d’'une premiére partie non linéaire de 100 mm de longueur, et

ensuite une deuxiéme partie linéaire de 200 mm de longueur.

200

e P=1000 mbar;t=0,75s
180

e P = 900 mbar ;t=1s

160

140 P =800 mbar;t=1,75s

120 e P = 750 mbar ;t=2,5s

P =700 mbar;t=3,25s

100

80

Fluorescence (a.u.)

60

40

20

0 T T T T T ]
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Longueur du capillaire (mm)

Figure 56 © Graphique permettant de visualiser I'influence de la pression et du temps sur la Ilinéarité du
gradient de concentration formé. Le gradient n'est linéaire que si I'échantillon est dispersé dans un temps
trés inférieur a tr-a = 10s = h%/3,8Dw. h est le rayon interne du capillaire, ici h = 250 um ; Dy le coefficient
de diffusion thermique de I'espéce diffusée, pour la fluorescéine de sodium Du, = 0,42 x10°% cm?/s [18].

Comme décrit dans le chapitre 1 section 2.2.2.4 a propos des gradients de concentration linéaires
générés par dispersion, le transport de matiere dans un tube capillaire est dépendant d’'un
coefficient de diffusion effectif, qui comprend un terme lié au transport par diffusion et un autre
lié au transport par dispersion. En plus, pour former le gradient de concentration linéaire, il faut
que le temps de formation du gradient soit bien inférieur a 10 secondes (t < 0,43 A%/Dsw) pour
s'assurer que le terme dispersif du coefficient de diffusion effectif soit prédominant sur le terme
diffusif. Pour cette raison, au fur et a mesure que la pression d’écoulement Pa est réduite, le
gradient de 30 cm n’est pas seulement formé plus lentement, mais la partie linéaire du gradient
se déforme progressivement puisqu’il y a un plus grand effet de la part du transport de matiere
par diffusion (Figure 56). Pour cela, la meilleure des conditions d’établissement du gradient est de

mettre une pression d’écoulement Pra de 1000 mbar pendant 0,75 secondes. Il faut préciser
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qu'une augmentation de la pression d’écoulement permettrait d’accroitre la longueur de la portion
linéaire du gradient formé. Cependant, cela demanderait aussi une réduction du temps
d’écoulement, facteur qui est limité par les spécifications techniques du montage fluidique utilisé,
dont le temps de réponse des vannes est de 0,5 secondes. Finalement, ’'expérience donnant lieu au
gradient ayant une portion linéaire a été reproduite 5 fois de fagon a constater la répétabilité de

la séquence microfluidique (Figure 57).
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Figure 57 : Graphique montrant la répétabilité et la longueur du gradient de concentration linéaire. Rayon
Interne du capillaire = 250 um ; Espéce diffusée = fluorescéine de sodium.

Validation de la méthodologie pour le dosage d’'un acide fort par une base forte ©

La répétabilité du processus de formation du gradient (Pra = 1000 mbar; t = 0,75 secondes)
validée, ces mémes conditions ont ensuite été utilisées pour réaliser les premiers titrages ballist-
mix. Par rapport aux expériences de formation de gradient de concentration linéaire, cette fois-ci,
le réactif B, auparavant de I'eau, a été remplacé par les différents échantillons d’acide nitrique
(0,5 — 3 mol L)) dopés a la fluorescéine (NaF 500 pmol L1). Le réactif A, quant a lui, reste
toujours du NaOH 0,25 mol L dopé a la fluorescéine (NaF 500 pmol Li1). De cette maniére et
inversement a la configuration précédente dans laquelle la solution basique colorée était
dispersée dans le canal rempli d’eau afin de visualiser le gradient de concentration linéaire formé,
cette fois-ci la solution basique est dispersée dans 'acide pour réaliser une réaction acidobasique
entre les deux réactifs. Etant donné que le profil de concentration du réactif A le long du
capillaire est linéaire, 1l est attendu que dans la zone ou la concentration de l'acide est
prédominante, le pH soit acide, et que dans la zone ou la concentration de la base est
prédominante le pH soit basique et finalement, la zone ou a lieu la transition de pH correspondra

au point d’équivalence chimique.
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Pour visualiser la zone de transition de pH, les solutions d’acide et de base sont dopées en
fluorescéine a la méme concentration. Ceci permet de garder la concentration du fluorophore
constante sur l'ensemble du capillaire. Etant donné que I'émission de fluorescence de la
fluorescéine de sodium est, toute chose étant égale par ailleurs, dépendante du pH de la solution,
les signaux obtenus le long du capillaire sont gouvernés par le pH a l'intérieur du capillaire. Ainsi
a pH basique la fluorescéine émet un signal de fluorescence intense. L'intensité diminue avec la
diminution du pH. Le signal mesuré dans le capillaire est donc encadré par une valeur maximale
dans la solution d’hydroxyde de sodium et une valeur minimale dans 1’échantillon acide. Dans la
zone de pH égale au pKa, le signal est fonction de I'état d’ionisation. La position dans le capillaire
de la zone de changement de pH correspondante a la réaction acido-basique est donc caractérisée
par une chute du signal de fluorescence. La figure 58 montre que cette zone de changement de pH

se déplace non linéairement le long du capillaire en fonction de la concentration de la solution

acide.
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Figure 58 ° Graphique montrant les résultats expérimentaux du titrage par dispersion de diftérentes
concentrations dacide nitrique (0,5- 3 mol L) dosés avec du NaOH 0,25 mol L. Les courbes de titrage
montrent la position du point d’équilibre chimique dans le capillaire. La longueur du capillaire est de 35 cm
avec diameétre interne de 500 um. Les solutions acides et basique sont dopées avec 500 umol L' de
fluorescéine de sodium.

Les résultats obtenus démontrent la faisabilité des dosages par dispersion. En effet, les courbes
de titrage obtenues pour différents échantillons d’acide se différencient par une position de la
zone de changement de signal bien définie dans le capillaire (Figure 58). Bien que la relation
entre la position de la zone de changement d’intensité de fluorescence ne suive pas linéairement
I’évolution de la concentration des différents échantillons d’acide, il sera présenté par la suite une
stratégie permettant de remonter a la concentration d’acide d’'un échantillon inconnu a partir de
la position de la courbe de dosage. Finalement, la répétabilité de la technique a été évaluée en
répétant plusieurs fois la méme séquence avec un méme échantillon d’acide nitrique a 2 mol L

(Figure 59).
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Figure 69 : Graphique montrant la répétabilité du titrage par dispersion d'un échantillon d’acide nitrique 2
mol L-1 dosés avec du NaOH 0,25 mol L-1. La longueur du capillaire est de 35 cm avec diamétre interne de
500 um. Les solutions acides et basique sont dopés avec 500 umol L-1 de fluorescéine de sodium.

Basé sur les résultats encourageants obtenus pour le titrage dans un capillaire de 35 cm de
longueur et 500 pm de diametre interne, il a été entrepris une démarche de réduction de taille du
canal microfluidique. Dans un premier temps le capillaire a été réduit a 9 cm de longueur et 200
um de diametre interne. Le nouveau montage utilise 2 tubes en PEEK interconnectés par une
puce microfluidique, chacun des éléments ayant 3 cm de longueur et 200 um de diametre interne
(Figure 60). La puce microfluidique contient un micro canal en verre et a été utilisé notamment
pour rendre visible le mélange auprés du faisceau du microscope confocal. Les expériences de
formation du gradient de concentration linéaire ont été reconduites sur le nouveau systéme
microfluidique. Bien entendu, 'optimisation de la pression de sortie des réactifs, 'adaptation du
systéme des contrepressions et 'adaptation du temps d’écoulement des réactifs pour la formation
du gradient ont d étre ré optimisés (Tableau 16). En effet pour ce nouveau systéme, le volume
interne est réduit de 70 pL a 3 uL, de plus, le temps de Taylor pour la formation du gradient se
voit également réduit de 10 secondes a 2 secondes. Bien que la réduction d’échelle du volume
d’analyse soit conséquente (réduction dun facteur 23), la formation dun gradient de

concentration linéaire (Figure 60 ; c) a été encore possible.
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Figure 60  Illustration des micro canaux microfluidiques utilisés pour l'étude de faisabilité en vue du
premier titrage ballist-mix a I'échelle micro. a) Micro capillaire en PEEK de 6 cm de longueur et 200 um de
diamétre Interne couplé a deux jonctions en Y faites en PEEK, au milieu du capillaire il est placé une puce
microfluidique en verre de 8 cm de longueur, de section elliptique (100 um x 200 um) et a travers de laquelle
une détection de la fluorescence peut étre effectuée, volume interne = 3 uL ; b) Schéma du montage
microfluidique ; ¢) Graphique du gradient de concentration linéaire obtenu avec le nouveau montage
microfluidique, le graphique montre la variation de I'intensité de fluorescence d’une solution de fluorescéine
qui a été dispersée dans un capillaire préalablement rempli d'eau.

Tableau 15 - Séquence microfluidique optimisée pour la formation d’un gradient de concentration
Iinéaire dans un capillaire de 200 um de diamétre, 9 cm de longueur et comportant deux jonctions
Y.

Pression Pression Pression Pression Durée de
No. Etape Description de I'étape  réactif A réactif B sortie 1 sortie 2 I'étape
Pra(mbar) Prs(mbar) Psi(mbar)  Pse (mbar) (s)
Remplissage du
1 capillaire avec le 100 400 -150 (vide) -100 (vide) 20
Réactif A ; H20
Ajout du Réactif B ;
NaOH 0,25 mol L
2 dopé avec NaF 500 400 100 -100 (vide)  -150 (vide) 0,5
mol L't pour former le
gradient
3 HO{nogénéisatio’n du 0 0 0 0 100
mélange dans 'axe
4 Ejection du mélange 5 0 0 0 120

vers le détecteur

Les résultats obtenus étant comparables a ceux obtenus en utilisant le capillaire de 35 cm, une
derniére étape de réduction des dimensions du canal microfluidique a été envisagée. Pour ce faire
une puce microfluidique en verre commercialisée par Dolomite® a été utilisée. Cette puce integre
les deux jonctions Y directement sur le micro canal droit le tout dans un microsystéme de 3 cm de
longueur, permettant encore une réduction du volume interne du microsystéme de 3 uLi a 0,6 uL

(Figure 61). Malheureusement, la formation d’'un gradient linéaire en utilisant la puce intégrée
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n’a pas été possible. La raison principale est d’ordre instrumental. En effet, sur ces configurations
compactes les pertes d’énergie cinétique par frottement du liquide aux parois sont nettement plus
faibles. Le systéme de gestion des fluides a donc besoin de moins de pression pour mettre le
liquide en écoulement & une vitesse élevée. A cela il faut ajouter que la longueur du canal droit de
la puce Dolomite® est de seulement 2 centimetres, ce qui fait que le contréle du liquide sur une si
courte distance devient un véritable défi. En effet, pour ce dernier microsysteme une pression de
30 mbar est suffisante pour développer le gradient jusqu’'au point de détection en 0,5 secondes.
Cependant, la détection est impossible puisque a une pression de 5 mbar, qui est la pression de
sortie minimale envoyé par le contréleur, la vitesse de I’écoulement était trop importante et
entraine des fluctuations dans la mesure et aussi une déformation du profil linéaire du gradient
formé. La limitation vient donc de la capacité du contréleur de pression a gérer les trés faibles

pressions.

b)

§m’u Rt

Détection

/éactif A Snrtie\
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Figure 61 - Illustration de la puce microfluidique utilisée pour I'étude de faisabilité en vue du premier titrage
par dispersion a I'échelle micro. a) Puce microfluidique en verre de 3 cm de longueur et de section
parabolique (100 um x 205 um), Ia puce intégre les deux jonctions en Y, volume interne = 0,6 uL ; b) Schéma
décrivant la géométrie interne de la puce ; ¢c) Fluctuations dans la mesure obtenues lors de la formation d’'un
gradient de concentration linéaire dans une puce microfluidique intégrant les deux jonctions en Y. L'espéce
dispersée est toujours une solution de fluorescéine en milieu basique.

2.2, Optimisation du premier systéme microfluidique permettant le titrage
ballist-mix a I’échelle micro métrique

Les travaux ont démontré avec succés la mise en ceuvre dun titrage avec génération dun

gradient linéaire en systéme microfluidique pour la premiére fois. Le premier des systémes est

composé de deux jonctions Y interconnectés par un capillaire de 35 cm x 500 pm de diamétre
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interne pour un volume interne de 70 pL. Cet assemblage a permis de démontrer la possibilité de
former des gradients de concentration linéaires dans un canal droit. Le gradient a été utilisé
ensuite pour démontrer le principe des titrages ballist-mix, ou les courbes de titrage de plusieurs
concentrations d’acide nitrique (0,5 — 3 mol L) se différencient par la position de la zone de
changement de pH et donc de fluorescence dans le capillaire. Une des conclusions les plus
importantes de cette expérience est que la relation de position entre les différentes concentrations
d’acide nitrique n’est pas linéaire. Il est donc nécessaire de trouver une méthodologie permettant
de connaitre la concentration en acide d’'un échantillon inconnu apres le titrage ballist-mix. Pour
rappel, 'analyse se déroule en deux étapes principales; dans une premiére étape le gradient
linéaire est formé. La détection est rendue possible grace au dopage a la fluorescéine (500 umol L
1) des solutions. Ce fluorophore étant sensible au pH, il permet de tracer la position de la courbe
de titrage. La deuxiéme étape est une étape de mobilisation de 'ensemble du liquide a 'intérieur
du capillaire devant le point de détection. Il est donc important d’étudier I'influence de cette étape
de mobilisation hydrodynamique (déplacement du gradient formé vers le point de détection) sur la
sensibilité de la méthode. En effet, bien que le gradient formé soit déplacé a vitesse réduite pour
ne pas déformer le gradient, il est nécessaire de caractériser 'amplitude de la déformation réelle

du gradient suite aux phénomeénes diffusifs et dispersifs ayant lieu lors de ce déplacement.

I1 convient de noter que la formation du gradient de concentration ainsi que les titrages sont des
procédés rapides (< 6 minutes) et répétables. Cet aspect est primordial dans le cadre d’un
développement de méthode d’analyse futur. Une deuxieme réduction de taille du microsystéme a
été proposée en utilisant un assemblage de micro canaux de 9 cm x 200 um et ayant un volume
interne de 3 pL. Les résultats obtenus sont comparables a ceux obtenus pour le systéme capillaire
de 35 cm de longueur, ce qui n’a pas été le cas lors de l'utilisation d’'une puce intégrant les deux
jonctions Y dans un espace de 3 cm de longueur et 200 um de diameétre. Dans ce dernier, la
détection ponctuelle avec un microscope confocal n’a pas été possible suite a la déformation de la

linéarité du profil de concentration en utilisant la plus faible pression de sortie du contréleur

OBL1.

Les méthodes de titrage par dispersion sont rapides, répétables, quasi-automatiques et ne
nécessitent qu'un volume de réactifs de quelques microlitres par analyse. Cela représente un
grand avantage pour l'analyse d’échantillons dangereux ou de coit élevé. Cependant, la
contrainte principale de la R&D en microfluidique est le développement de dispositifs figés qui
répondent uniquement a des problématiques trés spécifiques, ce qui ralentit 1'étape de
développement et diminue I'adaptabilité des dispositifs pour d’autres applications. Dans le cas du
microsystéeme utilisé pendant I'étude de faisabilité, le titrage est limité uniquement a deux
réactifs ainsi que l'utilisation des jonctions Y implique la mise en ceuvre d’'une stratégie de
contrepressions afin d’éviter la contamination croisée des réactifs. Finalement, I'utilisation d’'une
détection ponctuelle augmente 'incertitude sur la mesure puisque 1’éjection du mélange vers un

détecteur donne lieu a un deuxiéme terme de dispersion comparable a celui ayant lieu sur un
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échantillon lors d’'une analyse chromatographique. Ce terme sera d’autant plus important et

visible sur les courbes de titrage qu’il est éloignés du détecteur.

Un nouveau montage expérimental a donc été développé afin de gagner en polyvalence
(augmenter le nombre de réactifs pouvant étre injectés dans le systéme) et robustesse (Figure 62 ;
63).

Entrée d’air
(P=10bar)

Contrdleur de pression (OB-1)

Sortie d’air
(0 bar <P < 2bar)

| | —
Ré irs (100 mL)
A E C D éservoirs m

Détection ( Montage optique)

: ! Réactif A

- Sortie

— i Reéactif D
Sortie VM2

VM1 5 i
Vanne 10 entrées 1 sortie Vanne 10 entrées 1 sortie

55cm 9cm 55cm

Capillaire droite
Longueur : 20 cm
Diamétre : 500 um

Figure 62 : Schéma de principe du nouveau montage expérimental permettant le titrage ballist-
mix. A) Controleur de pression de gaz; B) Réservoir de ’échantillon/réactif ; C et C”) Vanne
multi-position avec 10 entrées « 1-10» et 1 sortie (au centre). D) Micro-canal en verre ; E)

montage optique ; G) Contréleur des dispositifs / suivi de 'information.
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Figure 63 : Photo du nouveau montage expérimental permettant le titrage ballist-mix. A) Contréleur de
pression de gaz ; B) Réservoir de I'échantillon/réactif; C et C”) Vanne multi-position avec 10 entrées « 1-10 »
et 1 sortie (au centre de la vanne). D) Micro-canal capillaire en verre ; E) capteur CCD (a droite) et son laser

d’excitation a 480 nm (3 gauche).

Celui-ci utilise un micro-canal capillaire de 20 cm de longueur et 250 pm de diameétre interne. Ce
capillaire interconnecte deux vannes multi position ayant chacune 10 entrées et une sortie. Ces
vannes multi-position sont utilisés pour 'introduction sélective de I'échantillon ou du réactif dans
le micro canal capillaire. A I'instar du systeme utilisé pendant I’étude de faisabilité, un contréleur
de pression OB1 a été utilisé dont la sortie est reliée aux réservoirs contenant les échantillons et

les réactifs.

La fonctionnalité majeure du nouveau montage expérimentale concerne le systéme de détection

qui comprend 3 éléments :

un laser d’argon a 488 nm et 25 mW générateur de ligne de 10 cm éclaire le canal
microfluidique. Ce laser permet d’exciter la fluorescéine instantanément sur la longueur
du canal.

une caméra CCD linéaire est placée au-dessus du capillaire, perpendiculairement a la
direction du faisceau laser d’excitation, de maniére a visualiser le canal sur une longueur
de 10 cm (pour cela un objectif NIKON a été couplé a la caméra).

un filtre optique (passe-haut en longueur d’onde) placé entre le capillaire et le systéme

objectif/caméra CCD. Ce filtre a pour role de couper les longueurs d’onde inférieures a 500
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nm pour éviter l'interférence du faisceau d’excitation avec le signal de fluorescence émis
par la fluorescéine a 520 nm lors de I'enregistrement de ce dernier par la caméra linéaire
(celle-ci enregistre tous les photons arrivant jusqu'a elle sans distinction, il faut donc
supprimer les photons du faisceau d’excitation pour que seul le signal de fluorescence soit

enregistré) (Figure 64 ; 65 ; 66).

Le nouveau systeme proposé sera utilisé ensuite pour le développement d’'une méthode analytique

a micro échelle pour le titrage par dispersion d'un échantillon d’acide nitrique.

Cameéra CCD

(capteur linéaire)

C—
C— —JFiltre

Laser 488nm
Capillaire

Figure 64 - Schéma détaillant le montage optique utilisé pour le suivi de fluorescence de la fluorescéine lors
du titrage ballist-mix.
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Figure 65 - Illustration du réle du filtre optique pour le suivi de fluorescence de la fluorescéine lors du titrage
ballist-mix. Dans le graphique est présenté le spectre dabsorbance (pic d’absorption 488 nm) et d’émission
(pic d’émission 520 nm) de la fluorescéine a pH = 9. Le filtre aide a supprimer tout signal arrivant au
détecteur ne venant pas de la fluorescence de la fluorescéine (de longueur d'onde inférieure a 500 nm).
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Figure 66 - Photo du nouveau montage expérimental permettant le titrage ballist-mix. Cette photo montre le
méme systéme que décrit dans la figure 63, a la différence que le micro capillaire en verre D) a été rempli
avec une solution de fluorescéine de sodium en milieu basique, Cela afin dillustrer l'excitation de la
fluorescéine qui est faite sur la longueur du capillaire, ce qui différe de la détection ponctuelle par le
microscope confocal.

3. Développement d'une méthode analytique a micro-échelle pour le titrage
ballist-mix d’un échantillon d’acide nitrique

Lors de I'étude de faisabilité précédente, le systéme microfluidique développé était composé par
deux jonctions Y interconnectées par un capillaire de 35 cm x 500 um avec un volume interne de
70 uL. Le systéme étant couplé avec un microscope confocal pour la mise en ceuvre d'un titrage
ballist-mix avec une détection par fluorescence. Cependant, le montage expérimental utilisé
limite le nombre de réactifs a utiliser. De plus la détection ponctuelle par microscopie n’est pas
pratique lorsque la taille du systéme de mesure est réduite. Pour pallier aux difficultés
mentionnées précédemment, le montage fluidique a été modifié en remplacgant les jonctions Y par
deux vannes multi-positions, ce qui permet d’augmenter le nombre de réactifs a injecter dans le
systéeme sans avoir besoin de mettre en place de contrepressions nécessaire pour éviter la
contamination croisée entre les réactifs. De plus, le montage optique a également été modifié pour
permettre d’imager sur la longueur du micro canal. Le montage optique utilisé, permet de
mesurer directement I'intensité de fluorescence sur 10 cm du capillaire. Ceci permet de réduire le
nombre d’étapes de la séquence d’analyse. En effet, il ne sera plus nécessaire de déplacer le
gradient de concentration devant le point de détection fixe. Ce nouveau montage expérimental a
été utilisé pour développer une méthode d’analyse mettant en ceuvre le principe de titrage ballist-

mix.
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3.1. Description d'une méthode permettant la mesure d’acidité d’échantillons
d’acide nitrique dans un domaine de concentration défini

Contrairement aux titrages par SIA, ou le développement analytique était long voire laborieux en
raison de la complexité du profil de concentration des réactifs, avec le titrage ballist-mix le
développement est beaucoup plus simple car le profil de concentration des réactifs est linéaire. De
ce fait il est facile d’estimer par le calcul la concentration des réactifs en fonction d’'une position
dans le capillaire. Par conséquent, pour une réaction acido-basique, la position du point
d’équivalence chimique peut étre facilement déterminée. Pour comprendre comment ce calcul est
possible, il faut expliquer un peu plus en détail comment le gradient linéaire est formé avec le
nouveau montage expérimental. Lorsqu’un acide est dispersé grace a la vitesse d’injection sur
toute la longueur d’un capillaire préalablement rempli d’'une base, le volume de base déplacé est
équivalent au volume d’acide dispersé (Figure 67). D’'un point de vue pratique, 'entrée et la sortie
du capillaire sont fermés juste apres la formation du gradient linéaire grace a deux vannes afin
d’empécher le déplacement du liquide vers l'extérieur du capillaire. Ces considérations sont
importantes pour 1’établissement d'un bilan matiére des réactifs a I'intérieur du micro canal. De
fait, ce qui est observé le long du capillaire est une variation linéaire de la fraction volumique de
chacun des réactifs, parameétre qui est ensuite corrélé & une valeur de concentration (exprimable

en fonction de la position dans le capillaire).

Viotale = VBase + VAcide
XBase = (VBase / VTotale)
Xacide = (VAcide / VTotale

0 Xacide = 1 - Xbase L
Xbase = distance / L
" L= Longueur totale du gradient ~ L= Longueur totale du gradient -

Figure 67 : Illustration de la formation d'un gradient de concentration linéaire. Ici, un acide est dispersé
dans une base. En effet, deux gradients de concentrations linéaires sont formés dans ce procédé, un premier
qui reste dans le capillaire afin d’avoir un volume équivalent d’acide et de base, et un autre qui sort du
capillaire afin de respecter la loi de la conservation de la matiére.

En effet, immédiatement apreés la formation du gradient, la somme entre la fraction volumique de
I’acide et celle de la base, en toute position dans le capillaire, est égale a 1. Dans le cas de 'acide
par exemple, sa fraction volumique est égale a 1 au début du gradient et va décroitre
linéairement jusqu'a la fin du gradient, ou elle atteindra une valeur de 0. De facon
complémentaire, la fraction volumique de la base commence a 0 et va croitre linéairement jusqu’a
une valeur de 1 a la fin du gradient. Dans ce cas particulier, la connaissance de la variation de la

fraction volumique de chacun des réactifs en fonction de la position dans le capillaire permet de
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déterminer théoriquement, par exemple, qu'au milieu du gradient formé, le volume de l'acide et
celui de la base sont identiques. En outre, si la concentration initiale d’acide et de base sont
identiques le point de titrage acidobasique se trouvera également au milieu du gradient formé.
Cependant, la position du point de titrage sera différente si la concentration initiale d’acide et de
base sont différentes. A ce moment-la, un bilan matiére devra étre fait pour pouvoir estimer, a
partir de la concentration initiale des réactifs et de leur fraction volumique dans le capillaire, la
position ol le nombre de moles d’acide est égal au nombre de moles de la base (Figure 68). C’est

pourquoi le mode de fonctionnement des titrages par dispersion correspond a un titrage

volumétrique.
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Figure 68 - Simulation de la méthode de titrage ballist-mix. Le graphique montre I'évolution du pH dans le
micro-canal pour le titrage de différentes concentrations d’acide nitrique (0,75 - 8 mol L?) (bleu) avec 1 mol
L1de NaOH (rouge). Les lignes verticales (vert) représentent las courbes de titrage exprimés en pH pour les
différents échantillons d’acide, ou la concentration dacide est équivalente a la concentration de base. La
longueur du micro-canal est de 200 mm avec 317 um de diamétre interne pour un volume total = 16 uL.

A ce stade, deux conclusions principales émergent concernant la méthode de titrage ballist-mix.
Premiérement, les courbes de titrage sont positionnées dans lintersection entre les droites
correspondantes aux différentes concentrations d’acide avec celle de la base. De plus, la pente des
droites tracées est une fonction de la concentration initiale du réactif. Ce qui fait que pour un
domaine de concentration d’acide fixe, il est possible de modifier le coefficient directeur des

droites de titrage en faisant varier la concentration de la base titrante utilisée. Deuxiémement, si
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la longueur du gradient est connue, la position du point d’équivalence chimique pour différentes
concentrations d’acide ou de base peut étre déterminée. Ce qui est un véritable avantage dans
notre cas, car la caméra CCD, qui permet d'imager jusqu'a 9 cm d’un capillaire de 20 cm de
longueur, ne peut visualiser qu'un troncon compris entre 5,5 cm et 14,5 cm par rapport a la
longueur totale du capillaire. Cela est dii au fait que les trongons compris entre 0 et 5,5 cm et 14,5
cm et 20 cm sont recouverts par une pellicule polymére non transparente (polyimide) qui les rend
flexibles, et grace a laquelle il est possible de connecter les deux c6tés du capillaire aux vannes
multi-position. De cette maniére, si la position des courbes de titrage est connue avant
lexpérimentation, alors la concentration de la base pourra étre optimisée afin de placer les
courbes de titrage dans la zone du capillaire détectable par la caméra. En effet, bien qu’il soit
toujours possible d’augmenter le morceau trongon visible par la caméra par I'enlévement aux
extrémités du capillaire d'un ou deux centimetres de la pellicule polymeére, et donc de déplacer la
caméra sur le long du capillaire d'une distance de quelques millimeétres, dans la pratique il est
plus simple d’ajuster la concentration de la base que de déplacer et rééquilibrer le montage

optique, qui implique un déplacement de la camera en paralléle avec le laser d’excitation.

Nous pouvons également remarquer, a partir de la version graphique du bilan matiére (Figure
68), que lorsque l'acide a doser a une concentration plus faible que celle de la base ((HNOs] < 2
dans notre cas), l'espacement entre les courbes de titrage est plus important que lorsque l'acide a
une concentration plus élevée que celle de la base. Cela veut aussi dire que dans le premier cas, le
résultat du titrage obtenu sera plus précis que dans le deuxiéme cas. Cependant, la concentration
de la base peut étre encore optimisée afin de maximiser la précision du titrage pour un domaine

d’acidité spécifique.

Le développement d’'une nouvelle méthode d’analyse de titrage par dispersion, qui est un type de
titrage volumétrique, a été entrepris sur ces bases. Dans un premier temps, '’étude a porté sur la
maitrise de conditions permettant de former un gradient de concentration linéaire. Puis dans un
second temps, ce gradient a été appliqué a la détermination de la concentration en acide

d’échantillons injectés.

3.2. Mise en ceuvre du nouveau montage microfluidique pour la formation d’'un
gradient de concentration linéaire

Validation de la partie optique

Une méthodologie permettant de visualiser le gradient de concentration linéaire avec le nouveau
systéme d’'imagerie optique a été développée. Pour ce faire, sept solutions étalon de fluorescéine
de sodium ayant une concentration comprise entre 50 pumol L1 a 200 umol L' et une

concentration fixe de NaOH de 1 mol Lt ont été préparées. En effet, I'intensité du signal de
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fluorescence étant plus importante en milieu basique et pour s’assurer que le spectre d’émission
soit le méme pour toutes les solutions étalon, tous les étalons ont été dopés avec de 'hydroxyde de
sodium. D’autres solutions plus concentrées en fluorophore ont aussi été préparées, mais leur
signal de fluorescence a saturé le capteur de la caméra CCD, a savoir que le temps d’intégration
choisi a été de 50 millisecondes. Aprées remplissage du capillaire avec chaque solution étalon, le
signal de fluorescence en statique est enregistré. Les mesures sont faites en statique pour se
mettre dans les mémes conditions de mesure que le titrage ballist-mix, ou apres la formation du
gradient la vanne d’entrée et de sortie du systéme sont fermés pour éviter toute sortie de matiere

du systéme (Figure 69).
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Figure 69 - Graphique montrant le signal de fluorescence enregistré par le capteur CCD, pour des solutions
étalon de fluorescéine de sodium de concentration comprise entre 50 et 200 umol L' en milieu basique.

La calibration du systeme de mesure optique avec différentes concentrations de fluorescéine a été
I'étape de base pour la mesure d’acidité. Premieérement, il fallait s’assurer que la réponse du
capteur soit linéaire dans la gamme de concentration de fluorescéine utilisé. Nous avons
cependant constaté que pour une méme concentration en fluorophore, chaque pixel de la caméra
CCD enregistre une valeur de fluorescence différente. Des tests de linéarité de la réponse du
capteur pour plusieurs pixels ont di étre réalisés. Ainsi, parmi les 2048 pixels de la caméra CCD,
40 pixels ont été évalués (un pixel sur 50). Pour chacun de ces pixels, une droite d’étalonnage
permettant de relier un signal brut de fluorescence a une valeur de concentration de fluorescéine

a été tracé (Figure 70).

115



y =242,81x
Pixel numéro 200 R?=0,97

200 - X

180 - X
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 ; ; ; ; .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

de I'étalon (umol L)

Concentration en fluorescéine

Fluorescence (u.a.)

Figure 70 © Graphique montrant la fluorescence enregistrée de chaque étalon par le pixel numéro 200 du
capteur CCD. La ligne de régression intercepte I'axe Y en 0.

De plus, étant donné que le signal restitué par la caméra est exprimé en unité arbitraire en
fonction des pixels, un rapport linéaire a été utilisé entre les 2048 pixels de la caméra et les 90
mm de capillaire observés afin de convertir les pixels en unité de longueur visualisée dans le
capillaire. Enfin, grace a cette étape de calibration du systéme optique, le signal de fluorescence
enregistré pour chaque pixel de la camera et pour chaque concentration de fluorescéine, a pu étre

exprimé en fonction de la position dans le capillaire (Figure 71).
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Figure 71 © Graphique montrant la portion du gradient de concentration Ilinéaire imagé par la caméra. L’'axe
des ordonnées a gauche montre le gradient sous la forme du signal de fluorescence brut obtenu directement
par la caméra. L'axe a droite montre le gradient sous la forme de valeur de concentration obtenu aprés le
traitement du signal brut. La longueur du micro-canal est de 200 mm avec 317 um de diamétre interne pour
un volume total = 16 ulL.
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- Optimisation de la séquence fluidique

La poursuite du développement concerne 'optimisation de la séquence microfluidique pour la
formation d’'un gradient de concentration linéaire. En effet, le nouveau montage microfluidique
permet de simplifier la séquence microfluidique par rapport a celle optimisée pendant ’étude de

faisabilité car :

- d’'une part, le montage optique pouvant imager sur la longueur du capillaire supprime I'étape
correspondant a la mobilisation du mélange vers le point de détection, I'étape de la séquence

consistant a pousser lentement le liquide vers la zone de détection n’a plus lieu d’étre.

- et d’autre part I'utilisation des deux vannes multi-positions a permis de contréler directement ce
qui entre et sort du capillaire ce qui permet de s’affranchir du régime de contrepressions présent
dans le microsystéme a 2 jonctions Y (ou le liquide entrant peut prendre jusqu’a 3 sorties

différentes).

Le nouveau montage présente malgré tout un inconvénient: le mécanisme qui connecte les
entrées avec la sortie des vannes multi-positions fonctionne par rotation, ce qui ralentit le temps
d’ouverture des vannes. De plus, il y a toujours une des 10 entrées connectées a la sortie de la
vanne et donc il n’y a pas précisément une position de fermeture des vannes pour empécher toute
entrée et/ou sortie du liquide. Pour résoudre cette problématique, 5 des 10 entrées ont été
obstruées avec des tiges en métal de 700 pm de diameétre interne, de maniere a simuler plusieurs

positions pour lesquelles les vannes sont fermées.

Les premiers parametres de mise en place d’'une séquence microfluidique concernent l'ordre
d’injection des réactifs dans le systéme. Ainsi, le capillaire est d’abord rempli avec une solution A
contenant 1 mol L'l de NaOH sans fluorescéine, puis une solution B contenant 1 mol L'l de NaOH
et 200 pmol L1 de fluorescéine sont injectés. Une partie de I'étape d’optimisation concerne la
définition du temps d’injection et de la pression d’injection de la solution B dans le capillaire

(Tableau 17).
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Tableau 16 - Séquence microfluidique optimisée pour la formation d’un gradient de concentration

Iinéaire dans un capillaire de 317 um de diamétre interne et 20 cm de longueur.

Pression Vann.e Vanng Dl’n’rée de
No. Etape Description de l'étape réactif n.1u_1t1 n}u.ltl L'étape
(mbar) position 1  position 2 (s)
) ©
Rel.npl.lssage du Ouverte Ouverte
capillaire avec le .
1 Réactif A : NaOH 1 500 vers réactif vers 5
mol L A poubelle
Ajout du Réactif B ;
NaOH 1 mol Lt dopé Ouverte Ouverte
2 avec NaF 200 mol L1 350 vers réactif vers 0,75
pour former le B poubelle
gradient
Homogénéisation du
3 mélange dans 'axe et 0 Fermé Fermé 20
mesure optique
Ringage du capillaire
4 avec le Réactif A ; 500 0 0 5

NaOH 1 mol L!

Cette optimisation de la séquence a conduit a la formation d'un gradient de concentration linéaire

d’un peu plus de 26 cm de longueur. Pour estimer cette valeur, une régression linéaire a été faite

a partir de la concentration de fluorescéine en fonction de la longueur du capillaire, la droite de

régression a ensuite été extrapolée pour déterminer les positions dans le capillaire ou la

concentration de fluorescéine est de 200 umol L'l et de 0 umol L1, représentant le début et la fin

du gradient de concentration (Figue 72).
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Figure 72 : Graphique montrant la portion du gradient de concentration imagé par la caméra CCD et son
extrapolation afin destimer la longueur totale du gradient. Les valeurs tracées correspondent a la
concentration de fluorescéine en fonction de la longueur du capillaire. Les valeurs ont été obtenues par le
traitement du signal de fluorescence brut imagée par la caméra CCD, en utilisant une droite d’étalonnage
reliant I'intensité de fluorescence imagée a une concentration en fluorescéine spécifique.

Enfin, la méme expérience a été répétée 10 fois afin d’obtenir la répétabilité du gradient de
concentration linéaire (Figure 73). De cette facon, pour chaque pixel 'écart-type et la valeur
moyenne des 10 répétitions ont été calculés, de maniére a calculer un écart-type relatif (RSD)

pour chaque pixel et un écart-type relatif moyen (RSD moyen) calculé de 2,38 %.
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Figure 73 : Graphique montrant la répétabilité de la formation du gradient de concentration linéaire a partir
de la séquence décrite dans le tableau 17, page 118. Les valeurs tracées correspondent au signal brut de
fluorescence dans le capillaire imagé par la caméra CCD. La longueur du micro-canal est de 200 mm avec
317 um de diamétre interne pour un volume total = 16 uL.
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3.3. Mise en ceuvre du nouveau montage microfluidique et d’'une méthode
analytique associée pour la mesure d’acidité d’échantillons d’acide nitrique

Pour la mise en ceuvre du titrage ballist-mix, la séquence microfluidique décrite précédemment
pour la formation du gradient de concentration a été reprise (Tableau 17; section 3.2).
Cependant, dans le cas du titrage ballist-mix les réactifs a injecter dans le systéme seront
modifiés. C’est pourquoi, le capillaire est d’abord rempli avec une solution A contenant 1 mol L1
de NaOH et 200 umol L'1 de fluorescéine de sodium, puis une solution B contenant ’échantillon
de HNOs (0,75 - 2,5 mol Li'?) et 200 pmol L1 de fluorescéine de sodium est injectée. La base comme
lacide sont dopés avec la méme concentration de fluorescéine de sodium afin de simplifier le
traitement de données aprés le titrage ballist-mix. En effet, garder la concentration du
fluorophore constante dans le capillaire, évite d’avoir a prendre en compte l'effet de dilution de la
fluorescéine pouvant avoir lieu si seulement un des réactifs contient le fluorophore. Comme
précisé dans la section 3.3.1 il est possible de faire varier les points d’équilibre chimique des
différents échantillons d’acide en jouant sur la concentration en NaOH de la solution titrante,
dans notre cas il a fallu optimiser cette concentration en NaOH pour qu’elle permette de titrer des
solutions contenant de 0,75 a 2,5 mol.L'! d’acide nitrique (domaine de concentration d’acidité

ciblé).

Cette optimisation a été faite par simulation numérique en utilisant la droite de régression
décrivant le gradient de concentration linéaire en fonction de la longueur du capillaire (Figure
72 ; section 3.2). En effet, la régression offre la possibilité de faire un bilan matiére des espéces le
long du capillaire, permettant d’estimer la position du point d’équivalence chimique pour les
différentes concentrations d’acide et de base utilisées. De cette maniére, pendant I'étape
d’optimisation nous avons pu observer que la longueur et la position du gradient de concentration
linéaire obtenu dans la section 3.2, ne permet pas de visualiser la courbe de titrage de tous les
échantillons d’acide nitrique dans le domaine compris entre 0,75 — 2,5 mol L. Nous avons montré
par le calcul qu’en utilisant une solution de NaOH a 2 mol L1, le domaine d’acidité pouvant étre

traité ne serait compris qu’entre 1 mol Li'* et 2,5 mol Li'* (Figure 74).
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Figure 74 - Graphique montrant le gradient de concentration calculé pour le titrage de solutions contenant
différentes concentrations dacide nitrique (1- 2,5 mol L-1) dispersées dans une solution contenant 2 mol L-1
de NaOH. Les intersections entre les droites correspondant aux acides avec celle correspondant a la base
marquent la position du point d’équivalence chimique. La longueur du micro-canal est de 200 mm avec 317
um de diamétre interne pour un volume total = 16 uL.

I1 faut préciser, que pour augmenter le domaine d’acidité mesuré, il est toujours possible de
réduire la longueur du gradient de concentration linéaire en changeant un des parametres de la
séquence microfluidique décrite dans la section 3.2, mais cela demanderait de refaire le bilan
matiére pour recalculer la longueur du gradient et estimer la position du point d’équivalence

chimique pour le titrage des échantillons d’acide nitrique.

Pour la partie expérimentale du titrage ballist-mix une solution d’hydroxyde de sodium a 2 mol 1-
1 a donc été choisie (Figure 75). Bien qu’il n’ait pas été possible d’observer la courbe de titrage
correspondante a 0,75 mol Llde HNOs, les résultats expérimentaux sont en accord avec les
simulations numérique. Toutefois, il faut souligner que dans le cas de I'analyse d'un échantillon
de concentration inconnue, il sera nécessaire de déterminer la position de la courbe de titrage
dans le capillaire pour remonter a la concentration initiale de ’échantillon. A ce propos, il a été
identifié qu’'une amélioration de la qualité du traitement des données et aussi des résultats
obtenus, peut étre obtenue par intégration a la calibration du systéme optique, d’'une étude de
linéarité du signal de fluorescence a d’autres pH. En effet, la calibration actuelle du systeme
optique décrit uniquement la variation du signal de fluorescence lorsque la concentration de
fluorescéine varie a pH 9. Cependant, la calibration du systeme optique devrait en plus décrire les
variations de la fluorescéine a d’autres pH puisque cette valeur est variable autour du point
d’équivalence. Le manque de ces informations lors du traitement des données représente une
source d’erreur, ainsi que cela limite notre capacité a choisir le point sur la courbe de transition

de pH, qui sera utilisé pour remonter a la valeur d’acidité d’'un échantillon inconnu.

121



Enfin, la méme expérience a été refaite 7 fois consécutivement afin d’obtenir la répétabilité du
titrage ballist-mix d’un échantillon d’acide nitrique 1,5 mol L'l avec 2 mol Li'* de NaOH (Figure
76). De cette facon, pour chaque pixel I'écart-type et la valeur moyenne des 7 répétitions ont été

calculés, de maniére a calculer un RSD pour chaque pixel, le RSD moyen calculé étant ici de 1,58
%.
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Figure 75 : Graphique montrant le signal de fluorescence enregistré lors du titrage ballist-mix de différents
échantillons dacide nitriqgue (1- 2,6 mol L) dosés avec 2 mol Llde NaOH. Sur le graphique ont été
superposés le profil de concentration des acides et de la base. Ces valeurs ont été calculées a partir du
gradient de concentration linéaire obtenu expérimentalement dans la section 3.3.2. La longueur du capillaire
est de 200 mm avec un diamétre interne de 317 um. Les acides comme la base ont été dopés avec 200 umol L
1 de fluorescéine de sodium.
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Figure 76 - Graphique montrant la répétabilité du titrage ballist-mix d’'un échantillon dacide nitrique 1,5
mol L dosé avec 2 mol L'de NaOH. Diamétre interne du capillaire = 317 um; Espéce diffusée =
fluorescéine de sodium.

3.4. Bilan de la méthode analytique pour la mesure d’acidité d’échantillons
d’acide nitrique en utilisant le nouveau montage optique

Dans cette section une méthode analytique utilisant le principe de dispersion de Taylor pour la
mise en ceuvre d'un titrage volumétrique a échelle micro, aussi appelé titrage ballist-mix a été
présenté. Cette méthode permet de mesurer l'acidité de solutions d’acide nitrique dans un
domaine compris entre 1 — 2,5 mol L1 de facon répétable (RSD < 2%). Pour la mise en ceuvre de la
méthode un montage expérimental ayant deux fonctionnalités innovantes a été développé. D’une
part les deux vannes multi position offrent la possibilité d’injecter plusieurs réactifs dans le
systéme sans contamination croisée entre les réactifs. D’autre part, le systéme de détection peut
imager la fluorescence de la fluorescéine sur « la longueur » du capillaire, ce qui permet de réduire
le nombre d’étapes de la séquence microfluidique (il n’est plus nécessaire de pousser les réactifs
vers le point de détection). Un des avantages de la méthode de titrage par dispersion est qu’il est
possible de calculer au préalable la position des points d’équivalence chimique pour une diversité
de concentrations d’acide nitrique et de soude, ce qui réduit le volume de réactifs et le temps
nécessaire pour le développement analytique. Un inconvénient du montage en 1'état est que la
zone du capillaire imagée par le systéme optique n’est que de 9 cm, ce qui limite le domaine
d’acidité pouvant étre mesuré avec cette méthode d’analyse. Cependant, il est toujours possible de

redimensionner le montage optique pour imager une longueur de capillaire au-dela de 9 cm.
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Enfin, la méthode d’analyse et le nouveau montage expérimental s’accompagnent d'une réduction
du volume de réactifs et du temps par analyse (Tableau 18), mais ne permet pour le moment de
faire qu'un titrage d’'un acide avec une base. Il va donc falloir trouver le moyen de mettre en
ceuvre la méthode de mesure d’acidité libre décrite par MAYANKUTTI et par la CETAMA
(Méthode G. 23), pour laquelle il est nécessaire de diluer I'échantillon d’acide nitrique chargé en
actinides dans une solution d’oxalates afin de complexer les cations hydrolysables avant de faire

le titrage.

Tableau 17 - Tableau de comparaison des performances entre la méthode de mesure de I'acidité libre proposé
par MAYANKUTTI, son équivalent par titrage par titrage par SIA, et la nouvelle méthode microfluidique de
titrage ballist-mix.

.Meth(.)d.e Méthode SIA Metl-lode sur
microfluidique paillasse
A\ échantillon par analyse <15 },LL 10 ]J,L 5 mL
A\ effluents rejetés par analyse <1mL 1,5 mL 60 mL
Temps d a}nalyse_ par 30s 2 min 30 s >20 min
échantillon

4. Développement d'une méthode analytique a échelle micro pour le titrage
ballist-mix d'un échantillon d’acide nitrique contenant de cations
hydrolysables : mesure de I’acidité libre

L'objectif principal de la thése, décrit dans le chapitre 1, est de développer une méthode
miniaturisée pour mesurer 'acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant des actinides.
La méthode proposée est constituée de deux étapes. Durant la premiére étape, 1’échantillon
d’acide est mélangé avec une solution saturée en anions d’oxalate afin que ces derniers
complexent les cations d’actinides pour éviter leur hydrolyse. Durant la deuxieéme étape cette
solution est dosée avec une base forte (NaOH). Dans le chapitre3 section 3 de la thése, un
montage microfluidique innovant a été utilisé pour mettre en ceuvre un titrage volumétrique a
I’échelle micro, également appelé titrage ballist-mix. Bien que la méthode analytique puisse
mesurer la concentration d’échantillons d’acide nitrique de facon répétable (RSD < 2%), la
méthode développée n’est valable que pour le titrage d’'un acide fort avec une base forte. A ce
stade ni la méthode d’analyse ni le montage microfluidique ne sont munis d'un mécanisme
permettant d’effectuer, en interne, le mélange homogeéne entre 1’échantillon d’acide et les ions
d’oxalate. Cest pour cela que la premiere section de ce chapitre est dédiée a une étude
bibliographique ayant pour objectif de trouver un dispositif ou principe microfluidique permettant
la mise en oceuvre de 'étape de mélange, et donc de dilution, indispensable a la méthode de
mesure d’acidité libre. La deuxiéme section comprend, quant a elle, une étude de faisabilité du

systéme de micro-mélanges proposé en conclusion de I'étude bibliographique et enfin, dans une
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troisiéme section sera décrite une nouvelle méthode de titrage ballist-mix, qui cette fois-ci
permettrait la mesure d’acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant des ions

hydrolysables.

4.1. Etude bibliographique pour I'implémentation d’'une étape de mélange a la
méthode de titrage ballist-mix

Dans la microfluidique les liquides en mouvement sont normalement caractérisés par un
écoulement en régime laminaire (Re <1000) (Figure 77) et un grand nombre de Péclet (Pe >100),
car le transport convectif est prépondérant sur le transport par diffusion entre les fluides [19].
Néanmoins, ces caractéristiques sont un facteur limitant pour des applications ayant besoin d'un
mélange entre réactifs, puisque I’écoulement en régime laminaire ne permet pas
I’homogénéisation du fluide par micro-mélanges, contrairement a un écoulement turbulent. De
plus, dans un canal de type hydrophile, la vitesse du liquide (aqueux donc) au point de contact
avec la paroi est dans la limite proche de zéro, ce qui défavorise le contact entre le fluide au
niveau de la paroi et le fluide au milieu du canal [20]. Les deux aspects mentionnés
précédemment font que la seule possibilité de mélanger deux ou plusieurs réactifs dans un micro-

canal vide est la diffusion simple [21].
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Figure 77 - Illustration de la nature de I'écoulement selon le nombre de Reynolds (Re). a) Ecoulement en
régime laminaire Re < 1000 ; b) Ecoulement en régime turbulent > 1000 Re. Dans Ia figure, « d » représente
le diamétre du micro canal [22].

En dehors des mélangeurs classiques a diffusion simple, depuis les débuts de la microfluidique
vers 1999 et jusqu’a présent, plusieurs solutions ont été proposées pour améliorer le rendement
du processus de mélange a I’échelle micro. Les solutions proposées mettent essentiellement en
ceuvre un mélangeur de nature physique. Si une force externe doit étre appliquée pour perturber

la cinétique d’écoulement du liquide alors il s’agit d'un mélangeur actif. Par contre, si le
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mélangeur ne contient pas de parties mobiles et ne nécessite pas l'apport d’énergie externe
supplémentaire & la pression d’écoulement du fluide, alors il s’agit d'un mélangeur passif [23].
Bien que chacun des types de mélangeurs ait ses avantages et ses inconvénients, pour ces travaux
de theése n'ont été pris en considération que les mélangeurs de type passif, puisqu’ils n'ont pas
besoin d’une force externe pour effectuer le mélange. En effet, des mélangeurs actifs tels que ceux
utilisant des ondes acoustiques, ultrasoniques ou magnétiques par exemple, nécessitent des
générateurs d’'ondes de taille non négligeable, ce qui peut devenir encombrant/problématique

dans I'avenir pour la miniaturisation de I'ensemble du montage microfluidique [24].

4.1.1. Description des systémes de mélange de type passif

Les mélangeurs de ce type sont des dispositifs ayant des canaux micro-fluidiques fabriqués avec
une forme et/ou une structure irréguliére, ce qui modifie la direction et la vitesse de ’écoulement
des réactifs passant a travers celui-ci, et en conséquence augmente les contacts entre eux.
Imposer une structuration physique aux micro-canaux dés ’étape de fabrication implique, d’'une
part, qu’apres fabrication le seul parametre permettant de contréler le degré de mélange est la
variation du débit d’écoulement des réactifs en question et, d’autre part, que 'utilisateur n’a pas
la possibilité de mettre en arrét le mélange ou de l'activer sur demande. Cependant, un des
bénéfices majeurs de ce type de mélangeurs est la rigidité du systéme, puisque I'absence de pieces
mobiles rend les opérations simples et répétables [25]. De plus, son intégration dans des
applications en microfluidique est possible lorsquune activation sélective du mélangeur n’est pas
nécessaire. Les mélangeurs de type passif, sans compter les mélangeurs par diffusion simple,
peuvent étre regroupés dans deux catégories différentes : les mélangeurs par advection laminaire

et les mélangeurs par advection chaotique.

4.1.1.1. Meélangeurs par advection laminaire

Ce type de mélangeurs est le plus classique en microfluidique, son principe d’application est
normalement divisé en deux étapes. La premiere étape consiste a faire converger dans un méme
micro-canal deux écoulements différents afin d’assurer un contact maximal entre les deux fluides.
Dans un deuxiéme temps une diffusion moléculaire a lieu entre les deux espéces. Dans ce type de
dispositifs, efficacité de mélange peut étre augmentée par la longueur du micro-canal (Figure
78), la surface de contact entre les effluents (Figure 79) et 'angle entre les coudes du micro-canal
(Figure 80). L’objectif principal de ce type de systémes est de prolonger le temps de contact et

d’induire par inertie une force de cisaillement entre les fluides a mélanger, ce qui favorise le
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transfert de matiére par mouvement brownien tant qu'un gradient de concentration est présent

entre les deux fluides [26].

W’'=150 um
INLET 1 y - /view
H=200 pm
y =-1000 um INLET 2
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y =-1500 pm
y =-2000 pm
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. 2 4
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Figure 78 : Schéma d'un mélangeur a co-courant. Deux canaux a travers lesquels coulent deux réactifs
différents constituent ce mélangeur, les réactifs rentrent en contact a lintersection des canaux et sont
mélangés par diffusion tout au long du trajet vers la sortie. Le temps de contact entre les fluides est

déterminé par le débit et par la longueur du micro-canal [26].

Inner capillary
SU—0 | B 3 (T NI

S — ID: 20 “m
7 Outer capillary
/<1 OD: 300 um

ID: 100 pm

Spacer
""" 90 um
;|< 2a

Figure 79 - Schéma d’un mélangeur a co-courant. Un liquide fluorescent contenu dans le capillaire interne
est mélangé par écoulement coaxial d’une solution tampon qui I'entoure [27].

Figure 80 : Schéma d’un mélangeur en zigzag. Le systéme microfluidique intégre une fonction « Y » avec un
canal en forme de zigzag pour augmenter les forces d’inertie et de cisaillement [28].
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Une autre fagon d’augmenter le taux de mélange entre les fluides consiste a séparer et
recombiner les écoulements (Figure 15A — 15D ; Chapitre 1). Dans ce type de dispositifs, le
mélange sera d’autant favorisé que le nombre d’intersections entre les canaux sera important. Le
méme principe peut étre appliqué a I'étude d’une réaction chimique (Figure 81), ou les canaux
sont configurés de telle sorte que plusieurs réactifs peuvent étre combinés de fagon controélée, afin
d’évaluer les différents rendements d'une réaction suivant les conditions de départ. Enfin, un
dernier modele de mélange par advection laminaire utilise une rotation du fluide a 'intérieur du
canal (Figure 82), le fluide subit une rotation sur son axe de 90 degrés suivi d’'un virage a 90
degrés pour aboutir a une séparation et a une recombinaison du fluide qui ont pour objectif de
doubler la surface de contact interfaciale. Bien que les mélangeurs par advection laminaire
permettent d’obtenir des taux de mélange plus importants que par diffusion simple, leur
fonctionnement nécessite la fabrication de systémes avec des géométries difficiles a réaliser et des

modeles numériques pour le traitement de données trés complexes.
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Figure 81 : Schéma d’'un mélangeur a flux combiné. Systéme de réactions combinatoires utilisant des puces
chimiques en paralléle [29].

600 um
Figure 82 : Schéma d’un mélangeur a flux combiné. Le systéeme de micro-mélanges est constitué par la
rotation de la géométrie du canal de 0 a 90 degrés suivie d’'une séparation et recombinaison de canaux pour
augmenter le taux de mélange [30].
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4.1.1.2. Meélangeurs par advection chaotique

Les mélangeurs par advection laminaire ont l'inconvénient de dépendre principalement de la
longueur du micro-canal, celle-ci étant assez importante, pour assurer un temps de mélange
optimal. Pour réduire cette longueur, au lieu d’avoir un écoulement laminaire stable, les
mélangeurs chaotiques sont pourvus d’éléments internes capables de déstabiliser I’écoulement
des fluides afin d’ajouter un transport latéral des flux, ce qui raccourcit les distances nécessaires

pour le mélange.

Les microsystemes de mélange par advection chaotique ont pour principe l'usage de canaux a
géométrie atypique qui sont également dotés dun élément interne capable d'induire une
perturbation a la direction de I'écoulement. Sur ce principe, des systémes de mélange a canaux
intersectés (Figure 15E ; Chapitre 1) ont été développés ol un écoulement principal est intersecté
par plusieurs écoulements secondaires générant ainsi une force de résistance qui favorise le
mélange. La génération de forces de résistance a I'’écoulement pour créer des zones de micro-
mélange est une technique qui a également été reprise pour les systemes de mélange a canaux
convergents-divergents (Figure 83 et 84). Dans ce type de systémes, deux fluides coulant dans un
micro-canal sont fractionnés au moment du passage par un élément obstruant pour étre ensuite
réinjectés a contrecourant, ce qui facilite le contact interfacial entre les deux fluides. L’efficacité
du mélange sera alors donnée par le nombre d’étapes de divergence-convergence présentes dans le

microsystéme.

Figure 83 : Schéma dun mélangeur a canaux convergents-divergents. Le systéeme de micro-mélanges a
fraction-recombinaison présente une asymétrie planaire (P-SAR) ainsi que des déformations dans les canaux

[31].
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Figure 84 ° Schéma du micro-mélangeur a canaux convergents-divergents. L'étranglement entre 2
« chambres rondes » sert a favoriser la formation de zones de micro mélange [32].

Comme expliqué précédemment, le mélange par advection chaotique peut étre obtenu en faisant
apparaitre dans le micro-canal une force de résistance a ’écoulement. Dans les derniers exemples
cette résistance est générée a partir d'un choc entre deux fluides rentrant en contact. Cependant,
il existe d’autres dispositifs dont la géométrie oblige 1’écoulement a faire des changements

brutaux lors de son passage par le micro-canal. Parmi ce type de dispositifs peuvent étre cités :

- le mélangeur a canaux structurés en trois dimensions (Figure 85),

- le mélangeur a chevrons échelonnés (Figure 86) ou des figures géométriques ont été
extrudées vers I'extérieur du micro-canal,

- le mélangeur a barriéres (Figure 87) ol une série de barrettes occupe partiellement
I'intérieur du micro-canal,

- le mélangeur a canaux torsadés (Figure 88) ol deux micro-canaux a géométrie
rectangulaire sont intersectés sur un axe de rotation pour former une structure en spirale,

- le mélangeur a puits inclinés (Figure 89) ou une série de puits sont placés le long du
micro-canal pour favoriser le mélange,

- le mélangeur a structure de Tesla (Figure 90), ou le fluide doit passer par un micro-canal

a géométrie asymétrique suivant un motif de valve de Tesla.

Figure 85 : Schéma d'un micro-canal avec géométrie tridimensionnelle [35].
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Figure 86 - Schéma dun mélangeur a chevrons échelonnés. Dans ce systéme le canal de mélange présente
des chevrons avec deux géométries différentes pour favoriser le taux de mélange [33] .

Figure 87 - Schéma d’'un mélangeur a barriéres incorporées. Dans ce systéme le canal de mélange présente
des protubérances distribuées a intervalle défini présentant une géométrie asymétrique par rapport au sens
de I'écoulement [34]

Figure 88 : Schéma d’un mélangeur a canaux torsadés. Deux canaux intersectés sur un axe de rotation pour
former une structure en spirale [35].
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Figure 89 - Schéma d'un mélangeur a puits inclinés. Image obtenue par microscopie a champ clair, les puits
interrompent I'écoulement a travers le canal, ce qui force le contact entre les réactifs de départ [36].

Figure 90 : Schéma d’'un micro-mélangeur avec une structure de Tesla [37].

Un inconvénient majeur des mélangeurs par advection chaotique est la formation de zones de
stagnation de fluide, puisque 'accumulation de fluides vient perturber la cinétique du mélange de
facon continue. De méme, les zones de stagnation de fluide ralentissent le nettoyage du systéme
et, le rincage nécessite plusieurs fois le volume du micro-canal pour éviter une contamination
croisée avec les réactifs précédents. Malgré la longueur réduite de ces microsystémes, par rapport
aux mélangeurs par diffusion et par advection laminaire, la conception de microsystémes avec des
formes géométriques atypiques reste un défi tant pour la fabrication des microstructures que pour
l'adaptation de sa connectique aux micro-instruments du commerce. Pour éviter l'utilisation de
canaux de grande longueur ou de canaux a structure géométrique variable, un nouveau type de

mélangeur passif fonctionnant sur le principe de dispersion de Taylor-Aris est ici proposé.
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4.1.1.3. Meélangeurs par dispersion

Dans ses travaux publiés en 1953, Sir TAYLOR a utilisé une espeéce soluble en solution aqueuse,
pour démontrer que dans un temps trés court (< 1 seconde) il est possible de transporter cette
solution tout au long d'un capillaire rempli d’eau uniquement par dispersion. Pour illustrer son

principe de dispersion TAYLOR a fait deux expériences différentes :

Dans la premiére expérience il a rempli un capillaire d’eau, et a ensuite laissé entrer une
espéce colorée dans le capillaire pour qu’elle puisse disperser tout au long du capillaire. I1
a ainsi pu observer que le résultat au transport dispersif était une diminution linéaire de
la concentration de 'espéce colorée entre le début et la fin du capillaire. Comme détaillé
dans le chapitre 3 section 2 de cette thése, le principe de formation d'un gradient de
concentration linéaire de Taylor a été utilisé pour effectuer des titrages volumétriques a

I’échelle micro.

Dans une deuxieme expérience, il a tout d’abord rempli un capillaire d’eau et ensuite il a
placé a I'entrée du capillaire un petit volume dune espéce colorée, puis il a, a nouveau,
laissé entrer de 'eau dans le capillaire pour que I'espéce colorée puisse étre dispersée tout
au long du capillaire. Par rapport a la premiére expérience, ou le transport dispersif sans
diffusion donnait lieu a un gradient de concentration linéaire, dans la deuxiéme
expérience le profil de concentration observé pour l'espéce colorée est un plateau,

indiquant que lespéce a été distribuée de facon uniforme dans le capillaire (Figure 91).

Dans la deuxiéme expérience effectuée par TAYLOR, étant donné que l'espéce colorée occupait
uniquement un petit volume du capillaire au départ et qu'apres dispersion la solution au sein du
capillaire était uniformément colorée, il pouvait étre considéré que celle-ci avait été diluée de
facon uniforme sur la longueur du capillaire. A I'instar de l'exploitation des résultats de la
premiére expérience de TAYLOR pour effectuer les titrages volumétriques par dispersion, il est
raisonnable d’envisager d’adapter les résultats de sa deuxiéme expérience pour réaliser des
mélanges entre réactifs. De cette maniére, il pourrait étre possible de développer une méthode
permettant la mesure d’acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant de cations

hydrolysables dans des capillaires microfluidiques.
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Figure 91 © Schéma de la dispersion d'un créneau d’une espéce colorée selon le principe de dispersion de
Taylor. a) a gauche ‘ un « créneau » de longueur « x’» d’'une espéce colorée est placé a I'entrée d’'un capillaire
pré-rempli avec de l'eau; a droite - profil de concentration de I'échantillon a t=0. b) a gauche - I'espéce

colorée est dispersé a une vitesse « Uop» pendant un temps inférieur 4 1 seconde ; a droite - profil de
concentration de l'espéce colorée aprés dispersion.

4.1.2. Conclusion pour les systémes de mélange de type passif

Les microsystéemes de mélange par advection laminaire ou par advection chaotique sont
constitués de canaux de grande longueur ou de canaux a structures géométriques variables, ce qui
complique le processus de fabrication des microsystémes (selon la technique et le matériau de
fabrication). Dans ce type de micro-mélangeurs, le temps et la surface de contact entre les réactifs
sont augmentés par le placement de coudes sur de longues trajectoires du canal, ou bien par la
séparation et la recombinaison des fluides en plusieurs écoulements paralléles, ou bien par
laugmentation de la longueur du capillaire ou encore par la modification de la géométrie interne
du micro-canal de mélange, ce qui assure un taux de mélange inhérent a chacune des géométries
décrites dans la section antérieure et pour lesquelles une vitesse d’écoulement est définie. Par
rapport aux systémes décrits précédemment, le mélangeur par dispersion qui a été proposé
pourrait permettre de faire des mélanges de réactifs ou de solvants en utilisant des micro-canaux
simples a fabriquer. Puisque le micro canal utilisé pour les mélanges peut étre un simple
capillaire, la détection optique des espéces circulant dans celui-ci ainsi que le traitement de
données associées a cette opération se verrait simplifié. De plus, la géométrie simple du canal de
mélange permettrait de l'utiliser soit en tant que mélangeur, soit comme un simple canal de
transport de fluide, ce qui rend le systéme flexible et permet de 'ajouter en amont ou en aval
d’'une autre opération microfluidique. Par rapport aux microsystémes ayant des géométries de
canaux complexes, le mélangeur a micro-canal cylindrique minimise la perte de charge propre a
I’écoulement d’'un fluide dans un canal. Enfin, le mélange par dispersion étant une opération
semi-continue, il est complétement envisageable de controler le temps de résidence des fluides a
I'intérieur du micro-canal, aspect trés utile pour I’étude de réactions chimiques entre deux ou

plusieurs réactifs. Aux vues de tous ces avantages, la section suivante est consacrée a nos travaux
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de développement, expérimentation et innovation centrés sur les microsystémes de mélange a

dispersion pour développer un nouveau micro mélangeur de type passif.

4.2. Etude de faisabilité et développement d'un micro-mélangeur par
dispersion

L’étude bibliographique a permis de déterminer qu’il serait avantageux de pouvoir effectuer des
mélanges dans des capillaires par dispersion. C’est pourquoi cette section sera centrée sur une
étude de faisabilité en vue du développement d’'un nouveau micro-mélangeur de type passif. Cette
étude a débuté par une analyse théorique du principe de dispersion de TAYLOR appliqué au
processus de mélange d’'un échantillon. Ensuite, les modifications qu’il faudrait faire au montage
expérimental décrit dans le chapitre 3 section 2.2 de ce document ont été analysées, afin de
pouvoir effectuer les mélanges par dispersion. Enfin, une démarche expérimentale a été
entreprise afin de démontrer qu’il est effectivement possible d’utiliser le montage proposé en tant

que micro-mélangeur de type passif.

4.2.1. Analyse théorique de la faisabilité de mélanges par dispersion

Comme expliqué dans le chapitre 3 section 4.1.1.3 (Figure 83), TAYLOR a démontré en deux
expériences qu’il est possible de disperser une espéce soluble le long d’un capillaire. Pendant la
premiere des expériences, TAYLOR a réussi a former un gradient de concentration linéaire. Dans
la deuxieme expérience, il a réussi a mélanger deux réactifs de facon a obtenir un mélange de
concentration constante le long d’'un capillaire droit. Dans ces deux expériences le méme
phénomene dispersif a été appliqué, permettant de visualiser une variation linéaire de la fraction
volumique des réactifs contenus dans le capillaire. Néanmoins, dans la deuxiéme expérience le
bilan global des espéces contenues dans le capillaire est différent puisqu’a différence de la
premieére expérience, ou le capillaire est rempli d'une seule espece avant I’étape de dispersion,
cette fois-ci a I'intérieur du capillaire il y a deux réactifs avant I’étape de dispersion. D’un c6té le
capillaire est rempli de réactif A, et d'un autre c6té une petite portion du capillaire est occupée
par le réactif B, qui est placé a 'entrée du capillaire a une tres faible pression afin que son profil
de concentration reste « plat» a l'interface avec le réactif A. De cette maniére, étant donné que
I’étape de dispersion consiste a injecter du réactif A a haute vitesse, pour faire le bilan des espéces
présentes dans le capillaire aprés dispersion, il faut d’abord calculer la fraction volumétrique
totale de réactif A dans le capillaire, consistant dans la somme du réactif A présent avant
dispersion, plus le réactif A injecté pendant I'étape de dispersion. Ensuite, la fraction
volumétrique de B peut étre déduite par différence grace a la loi de conservation de la matiere

(Figure 92). Le résultat du bilan matiére est un « plateau » (la concentration reste constante) de
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longueur L (longueur du gradient), moins la longueur du volume de réactif B placé initialement a
Ientrée du capillaire. L’aspect le plus important de ce type de mélange est que la fraction
volumétrique du réactif B aprés I'étape de dispersion, est entiérement corrélée a la longueur du

gradient de concentration, et a la longueur du capillaire occupé par le réactif B avant dispersion.

L’aspect le plus important et intéressant pour notre étude concerne la relation entre la longueur
du capillaire occupée par le réactif B avant dispersion et le facteur de dilution obtenu apreés
I’étape de dispersion du réactif A. Par exemple, si la longueur du capillaire occupée par le réactif
B avant dispersion est 5 fois plus petit que la longueur du gradient, alors la fraction molaire du
réactif B dans le plateau sera 1/5 du réactif A, ce qui équivaut a diluer 5 fois le réactif B. En
d’autres termes, le processus de dispersion par mélange est modulable et un seul systéme
permettrait d’obtenir plusieurs rapports de dilution entre deux ou plusieurs réactifs. Apres
Panalyse théorique des mélanges par dispersion, une phase dadaptation du montage

microfluidique pour la mise en ceuvre du premier micro mélangeur par dispersion a été menée.
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Figure 92 : Interprétation généralisée de l'expérience de TAYLOR pour le mélange homogéne d’une espéce
colorée par dispersion. Est ici représentée la dispersion dun réactif B dans un réactif A. Etape 1)
Remplissage du capillaire avec le réactif A et insertion d’'un volume fixe de réactif B a I'entrée du capillaire ;
Etape 2) Dispersion du réactif B par une injection rapide de réactif A ; Etape 3) Homogénéisation du
mélange par diffusion axial simple. Le rapport de dilution entre les deux réactifs est proportionnel au
coefficient n/L, ou « L » est la longueur du gradient et « n » la longueur occupée par le réactif' B.
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4.2.2. Développement d’'un montage expérimental permettant de réaliser des
mélanges homogénes par dispersion

Comme nous 'avons vu précédemment, pour effectuer un mélange dans un canal microfluidique
par dispersion selon la méthode décrite par Taylor, il est primordial de pouvoir introduire un
volume de réactif B sans déformation. En effet, pour atteindre un mélange de concentration
constante et donc homogéne sur la longueur du capillaire (correspondant & un profil de
concentration des réactifs en forme de plateau sur la Figure 92), il est indispensable que le
créneau de réactif B injecté dans le capillaire ait une concentration constante sur la longueur du
créneau. Lors de ses travaux, TAYLOR a réussi a placer le réactif B a I'entrée du capillaire en le
faisant couler a faible vitesse pour ne pas modifier le front plat du volume de réactif B lors du
déplacement. Pour adapter cette stratégie a notre montage microfluidique (décrit dans le chapitre
3 section 2.2) il faut environ 25 min (correspondant & une vitesse de 0,8 millimétres par minute)
pour réussir a placer 2 cm de réactif B dans le capillaire sans déformer son front. Bien que la
procédure proposée par TAYLOR permette de placer n'importe quel volume de réactif B a 'entrée
du capillaire, ce qui offre la possibilité de changer le rapport de dilution Réactif A / Réactif B sur
mesure, la procédure mise en place est lente et n’est pas en accord avec le cahier de charges de la

méthode analytique rédigé a partir des besoins ’AREVA.

Pour s’affranchir de l'effet de dispersion lié a I'injection dans le tube, il a été envisagé d’utiliser
une approche se rapprochant d'une boucle d’injection de volume fixe montée en ligne sur le
capillaire de mélange. A cet effet, un capillaire de 5 cm monté sur la vanne multiposition VM2 est
connecté au capillaire de mélange par le biais d'une vanne a trois voies notée VI'1 (Figure 93 ; 94).
Ce montage permet de charger les 5 cm rapidement (t < 5 secondes) le capillaire de réactif B a
Ientrée du capillaire. D’'un point de vue de la séquence cela est réalisé en ouvrant la vanne VT1
(figure 93) en position E1-S2 pour remplir les 5 cm du capillaire entre VM2 et VT1 avec le réactif
B. Ensuite, la vanne VT1 sera ouverte en position E1-S1 pour mettre '’échantillon en ligne avec le
capillaire de mélange et faire le mélange par dispersion. Contrairement a la procédure d’injection
du réactif B a faible débit permettant d’injecter des volumes variables d’échantillon, ce montage
présente un volume (et longueur) fixe de réactif B. En effet, avec ce montage la longueur du
capillaire occupé par le réactif B est fixe (5 cm), et la longueur maximale sur laquelle le réactif A
peut-étre dispersé est de 24 cm, le facteur de dilution maximal qui peut étre atteinte avec ce

montage microfluidique est donc de 4,8 fois.
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Figure 93 : Schéma du nouveau montage expérimental permettant le mélange par dispersion. VM1 et VM2)
Vanne multi-position avec 10 entrées « 1-10» et 1 sortie (au centre de la vanne), la moitié des entrés ont été
bouchés pour chaque vanne. VT'1) Vanne a trois voies

Figure 94 © Photo du nouveau montage expérimental permettant le mélange par dispersion. VM1 et VM2)
Vanne multi-position avec 10 entrées « 1-10» et 1 sortie (au centre de la vanne). VT'1) Vanne a trois voies
avec actionneur manuel.
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4.2.3. Mise en ceuvre du premier micro-mélangeur par dispersion

En utilisant le montage expérimental décrit dans la section précédente, une séquence
microfluidique a été mise en place permettant d’effectuer un gradient de concentration linéaire
pour effectuer le premier mélange par dispersion. Ce développement implique de déterminer au
préalable la longueur du gradient ainsi que la calibration du systéme optique. Ce parametre a été
estimé en suivant la procédure décrite dans le chapitre 3 section 4.2.1. En effet, le rapport entre
la longueur du capillaire occupée par le gradient de concentration et la longueur du capillaire
occupé par le réactif B avant dispersion est utile pour calculer le facteur de dilution du mélange
par dispersion. La procédure de calibration du systéeme optique détaillée dans le chapitre 3 section
3.2 a été réutilisée, afin d’obtenir pour chaque pixel de la caméra CCD, une droite d’étalonnage
reliant le signal de fluorescence a une concentration en fluorescéine spécifique. Il faut mentionner
que, par rapport a la calibration optique effectuée dans la section 3.2, la concentration de la
fluorescéine a été augmentée de 200 pmol L1 a 500 pmol L1 pour compenser la réduction du
temps d'intégration de la caméra CCD, passant de 50 a 10 millisecondes. La réduction du temps
d’intégration permet d’obtenir une image de la fluorescence plus nette. La définition d’une
séquence permettant d’utiliser le montage microfluidique (Figure 93) pour former un gradient de

concentration linéaire a ensuite, sur ces bases été réalisée :

1. Ouverture de la vanne trois voies VT1 dans la direction E1-S1 afin de remplir tout le
capillaire avec une solution A contenant 1 mol L't de NaOH sans fluorescéine.

2. Ouverture de la vanne trois voies VT1 dans la direction E1-S2 afin de remplacer le
contenu du capillaire entre VM2 et VT1 (5 cm) par une solution B contenant 1 mol L1 de
NaOH et 500 umol L1 de fluorescéine.

3. Ouverture de la vanne trois voies dans la direction E1-S1, afin d’injecter la solution B
pour former un gradient de concentration linéaire étalé sur le capillaire entre VM1 et VT1

(19 cm).

Les paramétres de la séquence (pression d'injection des réactifs, temps douverture des
vannes) ont été ensuite optimisés jusqu’a I'obtention d'un gradient de concentration linéaire

(Tableau 19).
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Tableau 18 - Séquence microfluidique optimisée pour la formation d’'une mélange par dispersion dans un
capillaire de 317 um de diamétre interne et 240 mm de longueur.

No o Pressif)n Vanr}e_ multi Vanr}e. multi Vanne trois Temps
£ taI;e Description de I’étape réactif position 1 position 2 voies (VT1) (s)
(mbar) (VM1) (VM2)
Remplissage du
capillaire entre VML et Ouverte vers ~ Ouverte vers  Position E1-
1 VT1 (19 cm) avec le 500 L . 10
Réactif A ; [NaOH] = 1 réactif A sortie S1
mol L1
Remplissage du
capillaire entre VT1 et
9 R;l\c/{;?f(]g ;Cr[lll\)ligg] li 1 350 Ou\fertg vers Ouvertg vers  Position EI1- 10
mol L1 dopé avec [NaF] réactif B sortie S2
= 500 pumol L1 pour
former le gradient
Dispersion du réactif A
dans le réactif B pour
former un gradient de
3 concentration linéaire 430 Ouverte vers Ouverte vers  Position E1- 0.8
et donc faire le mélange réactif A sortie S1 ’
par dispersion sur le
capillaire entre VM1 et
VT1
Homogénéisation du
4 mélange radialement et 0 Fermé Fermé 20

mesure optique

Apreés optimisation, le gradient de concentration obtenu s’étale sur 16 cm de longueur a partir de
la sortie de la vanne a trois voies VT'1 vers VM 1. Cette valeur a été obtenue de la méme fagon que
dans le chapitre 3 section 3.2, ou une régression linéaire sur la portion du gradient de
concentration imagé par la caméra CCD a été faite, pour ensuite extrapoler la droite calculée
jusqu’au point de début et de fin du gradient (respectivement concentration de fluorescéine de 500

pmol Lt et de 0 pmol L) (Figure 95).
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Figure 95 - Graphique montrant la portion du gradient de concentration visualisée par la caméra CCD et son
extrapolation afin d'estimer la longueur totale du gradient. Les valeurs tracées correspondent a Ia
concentration de fluorescéine en fonction de la longueur du capillaire. Les valeurs ont été obtenues par le
traitement du signal de fluorescence brut mesuré avec la caméra CCD, en utilisant une droite d’étalonnage
reliant la fluorescence enregistrée a une concentration en fluorescéine spécifique.

La séquence optimisée pour la formation du gradient de concentration a ensuite été utilisée pour
faire le mélange par dispersion. Pour cette étude modele, le mélange concerne la dilution d’'une
solution de fluoresceine. La solution B a donc été remplacée, dans la troisieme étape de la
séquence (Tableau 19; étape 3), par la solution A contenant 1 mol L'l de NaOH et sans

fluorescéine.

L’exploitation des résultats concerne d'une part 'estimation du facteur de dilution du réactif B
apres le mélange par dispersion ainsi que la vérification de I’homogénéité de la solution apres
mélange. Pour ce faire le rapport entre la longueur du gradient et la longueur du capillaire
occupée par la réactif B a été calculé. Dans le montage expérimental, la longueur du capillaire
occupée par la réactif B avant dispersion est égale a 5 cm et la longueur du gradient utilisé pour
la dispersion a été estimée a 16,3 cm. Théoriquement, le réactif B doit étre dilué 3,3 fois (16,3/5 =
3,3) dans le réactif A. Pour vérifier ce facteur de dilution, le signal brut du réactif B ayant une
concentration initiale de fluorescéine de 500 umol L1 a été comparé avec le signal brut du réactif
B apres dilution. Etant donné que la concentration de fluorescéine attendue apres dilution est de
151,5 umol L1 (500/3,3 ~ 151,5), le signal brut du réactif B ayant une concentration initiale de
fluorescéine de 150 pmol L1 (Figure 96) a également été représenté sur le graphique pour

comparaison.
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Figure 96 : Graphique montrant le signal de fluorescence brut imagé par la caméra CCD avant et aprés un
mélange par dispersion. Les valeurs tracées correspondent au signal brut d’une solution étalon de 1 mol L
de NaOH dopée avec de 500 umol L trait bleu) et 150 umol L (trait vert) de fluorescéine de sodium. Les
valeurs ont été comparées avec le signal brut d'une solution de NaOH (1 mol L) dopée avec 500 umol L de
la fluorescéine de sodium diluée 3,3 fois par dispersion. Dans cette solution, la concentration de fluorescéine
attendue aprés la dilution est de 151,56 umol L. Diamétre interne du capillaire = 317 um

Nous pouvons donc constater que, sur le graphique, le signal brut de la fluorescéine diluée se
rapproche de celui de la fluorescéine a 150 umol L1, ce qui prouve que le réactif B a été dilué
conformément aux attentes. Ce résultat apporte la preuve de faisabilité de la réalisation des
mélanges par dispersion. Il est cependant a noter qu’il y a un écart visible entre la solution de
référence diluée 3,3 fois et la solution obtenue par le mélangeur microfluidique développé. Cet
écart concerne les signaux bruts. De facon a traduire les signaux en concentration, les droites
d’étalonnage du montage optique ont donc été utilisées. Ceci permet de comparer les valeurs de
concentration de fluorescéine localement dans le canal de mélange apres dilution. La comparaison
avec la valeur théorique calculée de 151,5 umol Lt est présentée Figure 97. De cette facon, la
concentration moyenne de la fluorescéine apres dilution est estimée a 160 umol L1, ce qui permet
de calculer que l'erreur relative maximale de la mesure expérimentale par rapport a la théorie est
de 5,6 %. En effet, pour le calcul de I'erreur il est pris comme référence un facteur de dilution
théorique qui est basé uniquement sur la longueur du gradient de concentration et de la portion
du capillaire occupé initialement par la fluorescéine. Cela veut dire que I'écart entre
lexpérimentation et la théorie se verrait diminué si, pour le calcul du facteur de dilution
théorique, ils étaient aussi considérés les différentes sources de perturbations au gradient formé.
Celles-ci provenant principalement du passage des fluides par les différentes vannes montées
dans le systeme. Tout de méme, il est observé que la concentration locale de fluorescéine apres
dilution est plus importante a I'entrée et a la sortie du capillaire et légérement plus faible au
centre. Il semble donc indispensable de faire une étude complémentaire sur I'influence des vannes

sur ’homogénéité de la solution distribuée au long du capillaire.
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Figure 97  Graphique montrant la concentration de la fluorescéine contenue dans la portion du capillaire
imagé par la caméra CCD lors d’un mélange par dispersion. Les valeurs ont été obtenues par le traitement
du signal de fluorescence brute imagée par la caméra CCD, en utilisant une droite d'étalonnage reliant la
fluorescence imagée a4 une concentration en fluorescéine spécifique. Les valeurs tracées correspondent a la
concentration d’'une solution étalon de 1 mol L1 de NaOH dopée avec 500 umol L de fluorescéine de sodium
qui a été dilué 3,3 fois apreés dispersion. Dans cette solution, la concentration de fluorescéine attendue apres
la dilution est de 151,56 umol L, tandis que la concentration moyenne de la mesure est de 161 umol L.
Diamétre interne du capillaire = 317 um

4.3. Description d'une méthode permettant la mesure d’acidité d’échantillons
d’acide nitrique contenant des cations hydrolysables

Dans le chapitre 3 section 3.4 a été présentée 'application du principe de dispersion de TAYLOR
pour la mise en ceuvre d’un titrage volumétrique a échelle micro. La technique en question, aussi
appelé titrage ballist-mix, a été utilisée pour mesurer I'acidité de solutions d’acide nitrique dans
un domaine compris entre 1 — 2,5 mol L1 de facon répétable (RSD < 2%). Bien que le montage
expérimental et la méthode associée mettent en ceuvre des volumes de réactifs inférieurs a 1 mL,
et que le temps par analyse soit de moins de 30 secondes, la méthode développée n’est adaptée
qu’aux titrages volumétriques simples (réaction acido-basique). En effet, pour pouvoir effectuer la
mesure d’acidité libre (par complexation des ions hydrolysables), il est nécessaire d'implémenter
une étape afin de diluer I’échantillon d’acide nitrique chargé en actinides dans une solution
d’oxalate de sodium avant le titrage volumétrique. Le développement d’'un nouveau type de
micromélangeur passif basé sur la dispersion de Taylor pouvant étre intégré en ligne doit
permettre d’étendre la gamme d’utilisation du systéme ballist-mix a la mesure d’acidité libre. Le
montage expérimental doit étre adapté pour permettre la mesure d’acidité libre d’échantillons

d’acide nitrique chargés en uranyle. Pour rappel, 'intégration d’'une étape de mélange et dilution
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de I’échantillon avec une solution d’oxalate doit tenir compte des criteres physicochimiques définis
dans le chapitre 1 section 3 de la thése, a savoir le maintien du pH du mélange a une valeur
inférieure a 6. Cette gamme de pH garantit la complexation des cations hydrolysables par
loxalate et permet d’éviter la formation de produits d’hydrolyse et de précipités. De plus, la
méthode doit inclure une étape de dilution permettant I'obtention d’'un rapport de concentrations
[C204]% / [cation d’uranyle] > 5 partout dans le mélange pour maximiser la quantité d’ions uranyle
complexés. D’'un point de vue méthodologique, la méthode d’analyse chimique sera simulée pour
s’assurer de son bon fonctionnement et du respect des conditions précédemment citées. Comme il
a été dit précédemment, 'avantage majeur du titrage et mélange ballist-mix est que grace a la
linéarité du profil de concentration des réactifs, il est facile de simuler leur concentration en
fonction d’une position dans le capillaire. Ces simulations permettent de faire un bilan matiére
pour définir, avant la phase d’expérimentation, la gamme de concentration initiale des réactifs et
leur fraction volumique dans le capillaire et estimer le degré de complexation des ions d'uranyle.
Le plus important étant de déterminer la position dans le capillaire ou le nombre de moles d’acide
est égal au nombre de moles de la base. Cela implique que le mode de fonctionnement du titrage

ballist-mix muni d'un micro-mélangeur reste toujours un titrage volumétrique.

Pour commencer le développement analytique, une méthode microfluidique permettant de doser

l'acidité libre en 6 étapes a été proposée (Figure 98) :

la vanne trois voies (VT1) est ouverte en position E1-S1 pour remplir le capillaire d’'une
solution saturée d’oxalate de sodium (0,27 mol L1).

la vanne trois voies est ouverte en position E1-S2 afin de remplir d’échantillon le
capillaire court L1 et laisser inchangé I'oxalate de sodium occupant le capillaire long L2.
la vanne trois voies est ouverte en position E1-S1 pour faire le premier mélange par
dispersion. Ainsi, I’échantillon contenu en L1 sera dispersé sur l'oxalate de sodium
contenu dans le capillaire long L2 a 'aide d’oxalate rentrant dans le systeme par VM2. A
la fin de cette étape, l'oxalate de sodium et I’échantillon seront dispersés le long du
capillaire en moins d’une seconde.

la vanne trois voies est ouverte en position E1-S2 afin de remplir le capillaire court L1
avec du NaOH dopé avec de la fluorescéine. Pendant ce temps, le mélange entre 'oxalate
de sodium et I’échantillon s’homogénéise de fagon radiale dans le capillaire.

la vanne trois voies est ouverte en position E1-S1 pour faire le deuxiéme mélange par
dispersion. Ainsi, la base dopée avec la fluorescéine contenue en L1 sera dispersée sur le
mélange d’oxalate de sodium et d’échantillon contenu dans le capillaire long L2 a l'aide
d’oxalate rentrant dans le systéme par VM2. A la fin de cette étape, 'oxalate de sodium, le
NaOH, la fluorescéine et le mélange homogéne d’échantillon et d’oxalate seront dispersés

le long du capillaire en moins d’une seconde.
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- Les vannes multi-positions VM1 et VM2 sont fermées afin de laisser homogénéiser les
réactifs de fagon radiale dans le capillaire. Finalement, apres homogénéisation la

détection optique est effectuée.

Détection optique

Oxalate de sodium

—_— Etape 1
Remplissage ﬁc oxalate
Echantillon
HNO; + UO,?
—> E Etape 2

Placement de I'échantillon acide

)

Etape 3
Dilution de I'échantillon

Oxalate + Echantillon >

Etape 4

Homogénéisation radiale du mélange par diffusion
Placement du NaOH dopé avec fluorescéine
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—_—
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H
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Figure 98 : Illustration de la séquence microfluidique adaptée a la mesure de l'acidité libre. Cette séquence a
deux étapes de dispersion. L'étape numéro 3 ou I'échantillon d‘acide est dispersé sur une solution saturée
doxalate de sodium et I'étape numéro 5 ou la solution de NaOH contenant de la fluorescéine est dispersée
sur le mélange résultant de I'étape numéro 3.

Pour se placer dans des conditions d’analyse adaptées, un bilan matiére de chacune des étapes de
la séquence microfluidique a été posé. Comme mentionné lors du développement du titrage
ballist-mix simple (chapitre 3 section 3.3), cette modélisation est une étape importante car elle
permet d’optimiser rapidement les concentrations des réactifs, afin de placer les points
d’équivalence d’intérét sur la partie imagée par la caméra. Cela reste vrai dans le cas du titrage

de l'acidité libre, cependant pour ce dernier le bilan permettra également d’estimer le rapport de
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concentration entre l'oxalate et les ions uranyle et, par conséquent il sera possible d’estimer avec

CHESS le degré de complexation des ions uranyle autour du point d’équivalence chimique.

Cette méthodologie permet notamment de déterminer théoriquement les fractions volumiques de
loxalate, de 1’échantillon et de la base en fonction de la position dans le capillaire. Cette
détermination permet de remonter a la concentration des éléments dans le capillaire. Pour ce
calcul, le titrage d’échantillons d’acide nitrique (de concentration comprise entre 1 mol L'l et 3 mol
L) chargés avec 1 mol L'l U022+, dosés avec une base contenant 1 mol L't de NaOH et 1 mmol
L1 de NaF, et 0,27 mol L1 Yoxalate de sodium en tant que complexant des cations a été considéré.
Cette premiére condition d’analyse ne semble pas répondre a tous les critéres d’analyse selon les
simulations. En effet, le montage expérimental et conditions présentés ne permettent pas une
dilution suffisante dans la solution d’oxalate. Le facteur de dilution de '’échantillon dans I'oxalate
n'est que de 3,3 au lieu de 5. C’est pourquoi, un nouveau bilan matiere a été simulé afin de
d’optimiser la longueur des capillaires L1 et L2 pour atteindre un rapport de dilution de 5 entre
l'oxalate et I'uranyle a I'étape 6 de la séquence microfluidique (Figure 99 ; 100). Les conditions
optimisées impliquent une réduction de la longueur du capillaire court de 5 cm a 3 cm, et une

augmentation de la longueur du capillaire long de 19 cm a 30 cm.
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Figure 99 - Graphique présentant le bilan matiere dun titrage ballist-mix de [l'acidité libre. Les courbes
montrent la fraction volumique de chacun des réactifs dispersés le long du capillaire. La somme des fractions
volumiques a4 chaque point sur le capillaire est égale 1. La longueur totale du capillaire, constitué de 2
parties, est de 33 centimétres, une premiere partie de 3 centimétres est située avant la vanne a trois voies
(capillaire court L1) et une deuxiéme partie de 30 centimétres est située aprés la vanne a trois voies
(capillaire long L2). Le diamétre interne du capillaire est de 317 um.
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Figure 100 - Illustration graphique du profil de concentration simulé pour I'oxalate et pour l'uranyle pendant
I'étape 6 de la séquence microfluidique. Sur le graphique a été tracé le contenu du capillaire long (30 cm). La
concentration initiale de l'oxalate et de [l'uranyle avant les dilutions est de 0,27 mol L1 et I1mol L'
respectivement. La courbe en vert montre le rapport entre la concentration doxalate et celle de I'uranyle le
long du capillaire. Il peut étre observé que dans la zone de détection le rapport (oxalate/uranyle) est
supérieur a b.

Ce bilan matiére correspondant aux nouvelles dimensions du montage expérimental a été utilisé
pour optimiser la concentration de la solution de NaOH a utiliser pour le titrage d’échantillons

d’acide nitrique ayant une concentration comprise entre 1 mol L1 et 3 mol Li'! (Figure 101).
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Figure 101 ° Représentation graphique de la méthode de titrage par dispersion de Ilacidité Ilibre. Le
graphique montre la relation existante entre la longueur du micro-canal et les différentes concentrations
d’acide nitrique (1 - 8 mol L) dosés avec 0,5 mol L1 de NaOH. Les lignes verticales montrent la position
dans le capillaire du courbe de titrage. La longueur du micro-canal est de 30 cm avec 317 um de diamétre
Interne pour un volume total = 24 uL.
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L’objectif de I'optimisation est de s’assurer que le systéme permet de mesurer 'acidité libre de
solutions chargées sur la plage de concentration en acide ciblée. Cette étape d’optimisation nous a
également permis de conclure qu'avant expérimentation, la taille de la zone visualisée par la
caméra CCD doit étre augmentée de 9 cm a 12,5 cm. Enfin, grace a la simulation, nous avons pu
calculer que la concentration de titrage optimale de NaOH est de 0,5 mol L pour titrer des
échantillons d’acide nitrique dont la concentration serait comprise entre 3 mol L1 et 7 mol L1
(Figure 102). Il faut mentionner, que 'optimisation de la longueur des capillaires L1 et L2, ainsi
que tous les calculs qui ont été faits, prennent en compte le fait que la concentration initiale de
l'oxalate de sodium est de 0,27 mol L' et que la concentration d’'uranyle dans les échantillons est
de 1 mol L1. Si la concentration d’'uranyle est supérieure, il faut modifier une nouvelle fois la
longueur des capillaires L1 et L2 pour obtenir un facteur de dilution permettant de conserver un

rapport de concentration entre I'oxalate et 'uranyle supérieur a 5.
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Figure 102 : Représentation graphique de la méthode de titrage ballist-mix de l'acidité Ilibre. Le graphique
montre la relation existante entre la longueur du micro-canal et les différentes concentrations dacide
nitrique (3 - 7 mol L'1) dosés avec 1,5 mol L'l de NaOH. La longueur du micro-canal est de 30 cm avec 317
um de diamétre interne. Volume total = 24 uL.
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4.4. Conclusions et perspectives pour le développement d'une méthode
d’analyse pour la mesure d’acidité d’échantillons d’acide nitrique contenant des
cations hydrolysables

L’objectif du chapitre 3 de ce document porte sur le développement d’'un systéme et une méthode
d’analyse a 1’échelle micro permettant de mesurer l'acidité libre d’échantillons d’acide nitrique
contenant des ions hydrolysables. Pour effectuer cette mesure en suivant les recommandations
détaillées dans le chapitre 1 section 3 de la thése, il faut mélanger I'échantillon d’acide avec une
solution saturée en anions oxalate avant le titrage. Cette étape de complexation des cations
d’actinides est indispensable pour éviter leur hydrolyse. La mise en ceuvre dun dosage
acidobasique en systeme microfluidique a été envisagée selon une approche simple et innovante.
Cependant, la méthode de titrage développée, appelée titrage ballist-mix, nécessite une étape
préalable de dilution de I'échantillon acide avec une solution d'oxalate pour permettre de
remonter a l'acidité libre de solution contenant des cations hydrolysables. Dans l'objectif de
réaliser en ligne de fagon intégrée I'étape de dilution/complexation en amont du titrage, une étude
bibliographique dédiée (section 4.1 de ce chapitre) a permis d’émettre I’hypothése quil était
possible d’effectuer un mélange entre réactifs a partir du principe de dispersion de TAYLOR. Une
premiére série d’expérience a permis de valider cette approche (section 4.2) sur une version
modifiée du montage utilisé pour le titrage ballist-mix (chapitre 3 ; section 3). Finalement, la
section 4.3 détaille la méthodologie d’optimisation d'une séquence microfluidique qui utilise de
facon conjointe le principe des titrages ballist-mix avec le micromélangeur passif. Ce nouvel outil
doit permettre de réaliser la mesure d’acidité libre d’échantillons d’acide nitrique contenant des

ions hydrolysables.

Au moment de la rédaction de cette thése les expérimentations pour tester le déroulement
expérimental de la séquence microfluidique n’ont pas pu étre réalisées. Il faut souligner que celle-
cl n’est qu'une proposition parmi d’autres qui peuvent aussi étre imaginées. En effet, il a été
démontré que l'avantage majeur des titrage ballist-mix, par rapport au titrage par SIA, est la
possibilité de simuler, avant 'expérimentation, toute la séquence microfluidique pour optimiser
d’'une part, le montage expérimental et, d’autre part, la concentration des réactifs a utiliser.
Finalement, le principe de formation de gradients de concentration linéaires a été exploité dans ce
chapitre pour effectuer une réaction acidobasique appliquée a I'industrie nucléaire. Néanmoins, il
est possible d'imaginer que ce montage et son principe de dispersion soit applicable a d’autres
types d’industries, tels que la chimie environnementale ('analyse d’eaux usées), la chimie
agroalimentaire ('analyse de vitamines dans les jus de fruits, 'analyse d’acidité du vin), la chimie
pharmaceutique (détermination de composées actifs dans les médicaments) entre d’autres. De 1a
Pobjectif d’utiliser deux vannes multi-position a 10 entrées, pour offrir la possibilité d’adapter le
titrage ballist-mix pour d’autres systemes chimiques, et ainsi générer des gradients de

concentration et des mélanges entre plusieurs réactifs en utilisant un simple micro canal droit.
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Conclusions et perspectives

Le sujet abordé pendant la thése fait suite a une étude menée conjointement par AREVA La
Hague et le CEA, qui avait pour objectif la définition des besoins des wusines de
traitement/recyclage du combustible nucléaire actuelles et futures. Cette étude montre que pour
améliorer les performances en termes de sireté du personnel, de développement durable,
d’impact sur I'environnement et pour réduire les colts de fonctionnement du laboratoire il est
nécessaire de simplifier les systémes d’analyse du laboratoire de contrdle et de réduire les
volumes mis en jeux lors des analyses. Parmi les différentes analyses menées dans l'activité
courante des usines de traitement-recyclage, la mesure de l'acidité libre (acide nitrique), qui fait
partie des analyses les plus fréquentes, a été identifiée comme une analyse clé pour pouvoir
piloter correctement le procédé d’extraction d’'uranium et de plutonium. En effet, 'analyse en
question n’est pas triviale puisque les échantillons d’acide contiennent des ions d’actinides qui,
étant hydrolysables, produisent des ions H+ lors du titrage et ameénent a une surestimation de

T'acidité de la solution.

Ainsi, les activités de recherche décrites dans le premier chapitre de la thése ont été centrées sur
le choix d’'une méthode de mesure d’acidité qui tient compte de la présence d’actinides tels que
I'UVD) et le Pu(IV) dans la solution a analyser. Aprés avoir défini la méthodologie de référence
pour la mesure de l'acidité libre (Méthode CETAMA G.23, Méthode de MAYANKUTTI), une
étude bibliographique a été faite dans le but de comparer les différents systémes d’analyse
d’acidité disponibles, afin de déterminer celui qui est le plus approprié pour faire une étape de
mélange entre I’échantillon et l'oxalate de sodium, puis un titrage acidobasique, tout en
respectant le cahier de charges du projet (défini par AREVA). Le systéme d’analyse retenu doit
également permettre d’atteindre les performances de la méthode d’analyse actuelle d’'une part et,
d’autre part, doit permettre de mettre en ceuvre une méthode d’analyse simple, automatisée,
rapide (< 20 min), adaptée au travail en milieu hostile, répétable (RSD < 10%), précise (= 10% de
la valeur vraie), robuste et avec des volumes de travail inférieurs a la méthode de mesure
actuellement utilisée (< 60 mL). Par conséquent, deux techniques de titrage volumétrique ont été
retenues : le titrage par injection séquentielle (SIA), qui est un dispositif occupant un espace
équivalent a un solide de 25 L de volume, et le titrage ballist-mix, qui emploie un dispositif
microfluidique qui apreés intégration et réduction des composants peut occuper un espace
équivalent a un solide de 25 mL de volume. Les deux systémes présentent l'avantage de
minimiser les volumes d’échantillons, de réactifs et de déchets par analyse et d’étre automatisés,

ce qui permet de diminuer les risques pour le personnel et les cotts de fonctionnement.

Une fois ces deux techniques retenues une étude approfondie de la SIA (chapitre 2 de la thése) a

été réalisée afin de comprendre comment utiliser la technique pour mettre en ceuvre le titrage de

153



lacidité libre. Ensuite, les enseignements de cette étude ont été exploités pour développer une
méthode d’analyse permettant de mesurer dans un laboratoire controlé en radioprotection, la
concentration en acide nitrique de solutions contenant entre 0,5 et 3 mol L'l de HNOs, avec des
concentrations de UQOs22+ allant jusqu’a 0,54 mol L't avec un RSD inférieur a 7,5% entre les valeurs
obtenues et la valeur vraie de ’échantillon. La justesse de la méthode analytique a +9% la valeur
de référence de I'échantillon a également pu étre démontrée dans le domaine d’analyse précisé
précédemment. Par rapport a la méthode d’analyse mise en ceuvre sur paillasse, la nouvelle
méthode SIA réduit 500 fois le volume d’échantillon nécessaire pour l'analyse, 8 fois le temps
d’analyse et 40 fois le volume de déchets générés, ces critéres étant déterminant pour
Pamélioration de la sureté du personnel et de limpact sur l'environnement. De plus,
Pautomatisation de la séquence d’analyse diminue les sources d’erreurs sur la mesure et offre la
possibilité d’effectuer des analyses a haut-débit usqu’a 20 mesures par heure) et donc d’obtenir
un fonctionnement analytique plus rentable. Sachant que la SIA est un outil analytique bien
connu dans l'industrie, le transfert de la méthode vers un laboratoire d’analyse de routine peut
étre accompli dans un délai de temps plus court que pour d’autres technologies expérimentales
telles que la microfluidique. Enfin, il est a noter que la méthode SIA développée est, a notre

connaissance, la premiére application d’'un systéme SIA pour la mesure de 'acidité libre.

Malgré les performances analytiques du titrage de 'acidité libre par SIA, le développement de la
méthode d’analyse a été long du fait de la complexité du mélange réactionnel. En effet, la
séquence SIA développée pour le titrage de l'acidité libre n’est valable que pour l'analyse
d’échantillons ayant une concentration en acide nitrique et en uranyle appartenant au domaine
de concentrations spécifié. Tout échantillon en dehors de ces conditions ne pourrait étre analysé
que si la séquence SIA est adaptée en conséquence. De ce fait, le développement d’'une méthode
d’analyse pour des échantillons radioactifs doit étre préparé correctement afin de minimiser le
temps durant lequel le laborantin est a proximité des sources de contamination radiologique. Il
serait avantageux dans ce cas-la, de pouvoir simuler au préalable les expériences a effectuer en
zone controlée afin d’optimiser le temps de développement. Cependant, les mélanges qui ont lieu
lors d’un titrage par SIA sont si complexes qu'une simulation du mélange réactionnel est tres
compliquée. C’est pourquoi une étude approfondie des techniques microfluidiques (ballist-mix) a
également été menée (chapitre 3 de la thése) en sappuyant sur le brevet de principe de
MAGNALDO et DAVIN déposé en 2002, qui décrit la possibilité d’appliquer le modéle de
dispersion développé par TAYLOR (en 1953) pour faire un titrage volumétrique & partir d’'un
gradient de concentration linéaire. Ce type de titrage volumétrique, appelé aussi titrage ballist-
mix facilite le travail de compréhension des mélanges entre réactifs, et permet de simuler les
mélanges ayant lieu lors du titrage en utilisant de simples logiciels de calcul bureautiques tel que
MS EXCEL, et donc facilite grandement le développement analytique tout en limitant 'exposition
du personnel. Lors du développement d'un systéme d’analyse utilisant des outils microfluidiques,

nécessaire pour effectuer un titrage ballist-mix de l'acidité libre, le signal de fluorescence de la

154



fluorescéine (dépendant du pH) a été utilisé pour suivre l'évolution de lacidité dans les
microsystémes. Le suivi de fluorescence a nécessité la mise au point d'un montage optique
permettant, d'une part, d’exciter les fluorophores et, d’autre part, de suivre le signal de
fluorescence de ces derniers dans les capillaires de maniére a déterminer la position du point
d’équivalence d'une réaction acido-basique. Ensuite, il a fallu travailler sur un systéme de
mélange microfluidique afin de pouvoir mélanger et obtenir une dilution homogéne dun
échantillon d’acide dans une solution d’oxalate en moins d'une minute. De plus, I'intégration au
systéme fluidique d’'une vanne multi-position a permis la formation de mélanges consécutifs entre
plusieurs réactifs. La point la plus important de tous ces développements réside dans le fait que

toutes les opérations unitaires, nécessaires a l'analyse de l'acidité libre, sont effectuées a

I'intérieur d’'un micro-canal droit, ce qui va simplifier le processus de miniaturisation par rapport
a d’autres techniques de mélanges ayant besoin de canaux avec des géométries complexes. Les
innovations sur le montage expérimental ont été effectuées dans le but d’aboutir a une méthode
de titrage ballist-mix pour la mesure d’acidité d’échantillons contenant entre 1 — 2,5 mol L1
d’acide nitrique et en utilisant comme titrant une solution de soude 2 mol Ll. Le systéme
développé a également été étudié pour permettre un titrage ballist-mix pour la mesure de I'acidité
libre d’échantillons d’acide nitrique contenant de cations (hydrolysables) d'uranyle mais le temps
a manqué pour une étude expérimentale, notamment parce que la rédaction et le dépot de deux
brevets a ce sujet ont été chronophage. Les exemples de titrage présentés dans le chapitre 3
illustrent les avantages d’utiliser des gradients de concentration linéaires pour effectuer les
titrages volumétriques, notamment la possibilité de simuler la mécanique des fluides donnant
lieu aux titrages ballist-mix avant 'expérimentation, ce qui permet de connaitre les limitations
du systéme expérimental pour 'analyse ciblée, et donc de le modifier afin d’optimiser le temps de

développement analytique.

Finalement, les techniques et les méthodes d’analyse développées pendant la thése marquent la
premiére étape d’'un processus de miniaturisation de Pactuelle méthode CETAMA (Méthode G.23)
utilisée pour la mesure de I'acidité libre. Les deux méthodes d’analyse au coeur de ces travaux de
thése sont en accord avec la réduction du volume d’échantillon requis par analyse et la réduction
du volume des effluents générés a quelques millilitres attendues. Néanmoins, il faut mentionner
que les deux méthodes d’analyse proposées ont été concgues pour le titrage d’échantillons dont la
concentration en acide est comprise entre 0,75 mol L! et 3 mol L1, et ayant une concentration
maximale de 1 mol Li'! en ions d’'uranyle. Cela veut dire qu'une étape d’optimisation devra étre
réalisée dans le cas de I'analyse d’échantillons a des concentrations plus élevées en acide nitrique,
en uranyle, ou encore dans le cas ou I'échantillon d’acide a doser contient d’autres actinides tels
que le plutonium ou 'américium. Dans ce cas, il faudra adapter le systéme SIA comme le systéme
ballist-mix, bien que pour ce dernier 'adaptation soit beaucoup plus simple et rapide du fait de la

possibilité de simuler facilement les réactions au sein des capillaires.
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En termes de perspectives, I'axe d’amélioration le plus important du systéme microfluidique
proposé concerne le systeme de détection. En effet, la partie microfluidique étant, par essence, de
taille réduite, afin d’avoir un systéme le plus compact et réduit possible, il est nécessaire de
travailler a reduire la taille du systéme optique.Dans ce but, un effort conjoint entre 1’équipe
LAMM du CEA Marcoule et 'IMEP-LAHC de Grenoble a conduit récemment a la co-intégration
de fonctions microfluidiques et optiques sur un lab-on-chip en verre pour créer deux types de
capteurs. Le premier des capteurs obtenus exploite certaines propriétées des ondes evanescentes
pour mesurer I'absorbance d’un fluide qui passe au travers d’'un canal de 100 nm d’épaisseur [1]
(Figure 103 ; a). Le deuxiéme capteur, a lentille thermique, est constitué d'un interférométre dont
les deux bras passent par un canal microfluidique dans lequel circule le liquide & analyser [2]. Un
laser vient exciter les éléments a analyser devant un des deux bras de l'interféromeétre ce qui va
engendrer une variation locale d’indice de réfraction (liée & un échauffement local di a la
désexcitation non radiative des éléments a analyser), donc une différence de chemin optique entre
les bras de l'interféromeétre, ce qui va se traduire par un déphasage de la figure d’interférence,
c’est ce déphasage qui va permettre d’effectuer une mesure (Figure 103 ; b). Les résultats obtenus
encouragent a approfondir le développement de systémes co-intégrant microfluidique et fonctions

optiques.
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Figure 103 : Co-intégration de fonctions microfluidiques et optiques sur substrat de verre. a) Capteur
absorptiométrique ; b) Capteur a lentille thermique
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Annexe 1 : Terminologie en métrologie

Les définitions présentées ici ont été compilées a partir du Vocabulaire International de
Métrologie [1], et du « Vocabulaire de 'analyse » édités par les Techniques I'ingénieur [2] .

Mesurande (measurande) : Grandeur particuliére soumise au mesurage.

Mesurage (measurement) : Ensemble d’'opérations ayant pour but de déterminer une valeur d’'une
grandeur.

Etalon ([measurement ] standard, étalon) : Mesure matérialisée, appareil de mesure, matériau de
référence ou systéme de mesure destiné a définir, réaliser, conserver ou reproduire une unité ou
une ou plusieurs valeurs d'une grandeur pour servir de référence.

Matériau de référence (reference material) : Matériau ou substance dont une (ou plusieurs)
valeur(s) de la (des) propriété(s) est (sont) suffisamment homogéne(s) et bien définie(s) pour
permettre de 'utiliser pour I'étalonnage d’'un appareil, I'évaluation d'une méthode de mesure ou
Pattribution de valeurs aux matériaux.

Valeur vraie (d’'une grandeur) (true value [of a quantity 1) : Valeur compatible avec la définition
d’une grandeur particuliére donnée.

Note : 1) C’est une valeur que I'on obtiendrait par un mesurage parfait ; 2) Toute valeur vraie est
par nature indéterminée ; 3) L’article indéfini « une » plutét que P'article défini « la », est utilisé en
conjonction avec valeur vraie, parce qu’il peut y avoir plusieurs valeurs correspondant a la
définition d’'une grandeur particuliére donnée.

Valeur conventionnellement vraie (d'une grandeur) (conventional true value [of a quantityl)
Valeur attribuée a une grandeur particuliére et reconnue, parfois par convention, comme la
représentant avec une incertitude appropriée pour un usage donné. Exemples :

a) en un lieu donné, la valeur attribuée a la grandeur réalisée par un étalon de référence peut étre
prise comme étant une valeur conventionnellement vraie ;

b) valeur recommandée par CODATA (1986) pour la constante d’Avogadro : NA = 6,022 136 7 x
1023 mol-1.

Notes : 1) La valeur conventionnellement vraie est quelquefois appelée valeur assignée, meilleure
estimation de la valeur, valeur convenue ou valeur de référence ; 2) On utilise souvent un grand
nombre de résultats de mesure d’'une grandeur pour établir une valeur conventionnellement
vraie.

Résultat d’'un mesurage (result of a measurement ) : Valeur attribuée a un mesurande, obtenue
par mesurage.

Erreur de mesure (error of measurement ) : Résultat d'un mesurage moins une valeur vraie du
mesurande

Erreur relative (relative error) : Rapport de 'erreur de mesure a une valeur vraie du mesurande.

Exactitude de mesure (accuracy of measurement ) : Etroitesse de l'accord entre le résultat d’'un
mesurage et une valeur vraie du mesurande.
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Notes : 1) Le concept d’exactitude est qualitatif ; 2) Le terme précision ne doit pas étre utilisé pour
exactitude

Incertitude de mesure (uncertainty of measurement): Paramétre, associé au résultat dun
mesurage, qui caractérise la dispersion des valeurs qui pourraient raisonnablement étre
attribuées au mesurande.

Notes : 1) Le paramétre peut étre, par exemple, un écart-type (ou un multiple de celui-ci) ou la
demi-largeur d'un intervalle de niveau de confiance déterminé; 2) L’incertitude de mesure est
calculée * en général, a partir de plusieurs composantes. Certaines peuvent étre évaluées a partir
de la distribution statistique des résultats de séries de mesurages et peuvent étre caractérisées
par des écarts-types expérimentaux. Les autres composantes, qui peuvent aussi étre caractérisées
par des écarts-types, sont évaluées en admettant des lois de probabilité d’aprés 'expérience
acquise ou d’aprés d’autres informations; 3) Il est entendu que le résultat du mesurage est la
meilleure estimation de la valeur du mesurande et que toutes les composantes de l'incertitude, y
compris celles qui proviennent d’effets systématiques, telles que les composantes associées aux
corrections et aux étalons de référence, contribuent a la dispersion.

Fidélité d’un instrument de mesure (repeatability of a measuring instrument) : Aptitude d'un
instrument de mesure a donner des indications trés voisines lors de 'application répétée du méme
mesurande dans les mémes conditions de mesure.

Notes : 1) Ces conditions comprennent : réduction au minimum des variations dues a
l'observateur, méme mode opératoire de mesure, méme observateur, méme équipement de mesure
utilisé dans les mémes conditions, méme lieu, répétition durant une courte période de temps.

Fidélité d’'une méthode (repeatability of a method) : Etroitesse de 'accord entre des résultats
d’essai indépendants obtenus sous des conditions stipulées. Fidélité est le terme général qui
exprime la variabilité entre des mesures répétées. Deux conditions de fidélité, appelées
répétabilité et reproductibilité sont classiques pour décrire la variabilité d'une méthode de
mesure.

Répétabilité (des résultats de mesurage) (repeatability [of results of measurements 1) : Etroitesse
de l'accord entre les résultats des mesurages successifs du méme mesurande, mesurages effectués
dans la totalité des mémes conditions de mesure.

Notes : 1) Ces conditions sont appelées conditions de répétabilité; 2) Les conditions de
répétabilité comprennent le méme mode opératoire, le méme observateur, le méme instrument de
mesure utilisé dans les mémes conditions, le méme lieu, la répétition durant une courte période
de temps.

Reproductibilité (des résultats de mesurage) (reproducibility [of results of measurements ]) Aussi
appelé fidélité intermédiaire, est 'étroitesse de l'accord entre les résultats des mesurages du
méme mesurande, mesurages effectués en faisant varier les conditions de mesure.

Notes : 1) Pour qu'une expression de la reproductibilité soit valable, il est nécessaire de spécifier
les conditions que l'on fait varier; 2) Les conditions que l'on fait varier peuvent comprendre le
principe de mesure, la méthode de mesure, 'observateur, 'instrument de mesure, le lieu, les
conditions d’utilisation, le temps ; 3) La reproductibilité peut s’exprimer quantitativement a I'aide
des caractéristiques de dispersion des résultats; 4) Les résultats considérés ici sont
habituellement les résultats corrigés.

Erreur aléatoire (random error) : Résultat de mesurage moins la moyenne d’un nombre infini de
mesurages du méme mesurande dans les conditions de répétabilité.
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Erreur systématique (systematic error) : Moyenne qui résulterait d'un nombre infini de
mesurages du méme mesurande effectués dans les conditions de répétabilité, moins une valeur
vraie du mesurande.

Justesse (d’'un instrument de mesure) (freedom from bias [of a measuring instrument 1) Aptitude
d’un instrument de mesure a donner des indications exemptes d’erreur systématique.

Justesse (d'une méthode de mesure) : Etroitesse de l'accord entre la moyenne d’'un nombre infini
de valeurs mesurées répétées et une valeur de référence. Pour évaluer cette erreur de justesse, il
faut une valeur de référence. La valeur de référence peut étre matérialisée par un étalon, un
matériau de référence, une méthode de référence, un essai interlaboratoires (essai d’aptitude).

Linéarité (d'une méthode d’analyse) (linearity [of an analytical method]): Capacité dans un
intervalle donné d'obtenir des résultats de titrage directement proportionnels a la concentration
ou a la quantité d'analyte dans I’échantillon.

Sensibilité (sensitivity): La sensibilité d'une méthode de mesure est caractérisée par la variation
minimale qu’il faut imposer a la grandeur mesurée pour obtenir une variation significative du
résultat de mesure, c’est-a-dire pour que la différence entre les résultats ne puisse pas étre
expliquée par l'existence des erreurs de répétabilité. Dans le cas d'une droite de régression, le
coefficient b1 (pente) dans la droite s'interpréte comme la sensibilité.

Sélectivité / spécificité (specificity) : La sélectivité est laptitude de la méthode d’analyse a
discerner un analyte donné dans un mélange complexe.

Limite de détection (detection limit) : Est la valeur minimale que doit avoir la grandeur mesurée
pour que le résultat soit significativement différent de celui obtenu pour le mesurage du blanc. La
différence entre les résultats de mesure obtenus sur la grandeur mesurée et sur le blanc est
significative quand elle dépasse un seuil appelé seuil de décision (decision limit) et choisi en
fonction du risque a de fausse alarme ou risque de considérer comme différente de zéro la valeur
d’'une grandeur nulle. Lorsque la différence mesurée dépasse le seuil de décision, la grandeur est
dite détectée.

Robustesse (Robustness) : La robustesse mesure 'importance des effets observés lorsquon fait
subir de légéres variations aux conditions opératoires initiales.
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Annexe 2 : Constantes d’équilibre chimique utilisés pour les
calculs assistés par ordinateur (CHESS)

Pour tous les calculs effectués avec CHESS la méthode numérique de Newton-Raphson a été
utilisée pour obtenir la solution des équations d’équilibre, et le modéle de Davies a été utilisé pour
la correction des constantes d’activité. Les constantes chimiques fournies a CHESS font partie
d’'une base de donnés interne au CEA, celles correspondantes aux équations 2 et 3 du chapitre 1
section 3 sont mentionnées ci-dessous.

k1
1) Uo%* +H,0 - UO,0H" + H*

k-1
logKi= -5.2 (298K)

k2
2) 2003 +2H,0 > (UO0,),(0H),** + 2H*
k-2

logKs = -6.2234 (273K), -5.6205 (298K), -5.1109 (323K)\
-4.6745(348K), -4.2965(373K)

k3
3) 3U0% +5H,0 - (U0,);(0OH)s* + 5H*
k-3

logKs = -17.1068(273K), -15.5505(298K), -14.235(323K)\
-13.1085(348K), -12.1328(373K)

k1 -
9 U0 +pC;0," 2 [U03(C;04),]7"

U02(C204) logKi = 7.1(298K)
U02(C204)22  logKr =11.7 (298K)
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