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Résumé

L'étude du devenir des contaminants organiques ieénaux dans la biosphére nécessite une
caractérisation physico-chimique du milieu réceptdin d’évaluer les cinétiques de transport et de
migration de ces contaminants. Parmi les constisudes milieux récepteurs, la matiére organique
dissoute (MOD) -terme plutbt réservée aux soldaehatiere organique naturelle (MON) -terme
plutdt réservées aux eaux- représentent une depasamtes essentielles qui va régir la migration,
le transport et le devenir de ces contaminants.

Ces termes intégrateurs recouvrent une multitudefadeilles de molécules organiques qui
présentent un nombre important et une diversitgrdepements fonctionnels qui leur procurent un
caractere tres réactif, dépendant de leurs prégrigtrinseques (solubilité, hydrophobicité, taille
capacité complexante, pKoxicité).

L'objectif de ce travail de recherche est d’apportee contribution a la caractérisation de cette
MOD en s'’intéressant plus particulierement a laedination et au dosage des groupements
fonctionnels acides carboxyliques, thiols et amines

La méthodologie retenue repose sur la mise au pleiqrotocoles analytiques alternatifs basés sur
une détection par fluorescence des groupementsidanels ciblés, aprés une étape préalable de
dérivation spécifique.

Ce mémoire présente les critéres qui ont guidéhesx des réactifs utilisés pour la dérivationeet |
détection post-dérivation par fluorescence des ggments fonctionnels et I'optimisation des
conditions réactionnelles (pH, concentrations désctifs, ratios des réactifs en fonction des
volumes d’échantillons, cinétiques de réaction)lpanise en ceuvre de plans de criblage, de plans
d’expériences et de désirabilité.

Il présente ensuite la mise au point de kits ds®lprét-a-I'emploi pour I'analyse sur site des
composés carboxyliques, thiols et amines, et dysieme en flux totalement automatisé pour
I'analyse en continu pour le suivi des Acides Grafatils (AGV).

Enfin, il présente les essais concluants obtenes des échantillons réels provenant de matrices
environnementales trés variées (boues de statiépardtion, sols naturels et compostés, bambous,

...) ainsi que les caractéristigues analytiques d&sehts systéemes mis au point.

Mots-clés : microplaque ; analyse en flux ; dérivation ; ishite ; spectrofluorimétrie ; plans

d’expériences.




Abstract

The study of the fate and behaviour of organic amderal pollutants in the biosphere needs a
physico-chemical characterization of the receivimgdium in order to assess transport and
migration kinetics of these contaminants. Amongstibzents of receiving media, dissolved organic
matter (DOM) -term more often used for soils- aatunal organic matter (NOM) -term more often
used for waters- represent one of the essentiapeoants which regulate migration, transport and
fate of these pollutants.

These integrative terms cover a multitude of orgamolecule families which present a large
number and variety of functional groups that givenh a very reactive character dependent on their
intrinsic properties (solubility, hydrophobicityize, complexation ability, pX toxicity).

This research work aims to make a contributiorh ¢haracterization of DOM by focusing more
specifically to the determination and analysisarboxylic acid, thiol and amine functional groups.
The methodology retained lies on the design ofrdiieve analytical protocols based on a
fluorimetric detection of targeted functional greugollowing a step of a specific derivatization
procedure.

This report presents the criteria that have drieleoice of reagents used for the derivatization and
post-derivatization fluorimetric detection of furmtal groups, and the optimization of reactional
conditions (pH, amount of reagents, ratios of re&égeccording to sample volumes, reaction
kinetics) by use of screening procedures, expetiah@amd desirability designs.

It presents then the design of ready-to-use miatessays for on-site analysis of carboxylic,|thio
and amine compounds, and of a fully automated #8gatem for the on-line analysis of Volatile
Fatty Acids (VFA).

Finally, it presents the conclusive trials obtainedth real samples coming from various
environmental matrices (sewage sludges from waséevit@eatment plants, natural and composted

soils, bamboos ...) along with the analytical featurkthe different analysis system developed.

Keywords: microplate; flow analysis; derivatization; isoineoderivatives; spectrofluorimetry;

experimental designs.
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Glossaire

Abiotigue: En écologie, les facteurs abiotiques sont deampaires physico-chimiques qui
ont une influence sur un écosysteme donné. lloupgnt notamment les facteurs édaphiques
d'un sol (structure, granulométrie, teneur en huynsadinite, ...), les facteurs climatiques
(température, teneur en eau, lumiére, ...), les dastehimiques (teneurs en éléments

minéraux et en gaz), les facteurs topographiqugtifke, exposition, pente, ...)

Capacité d’échange ionigueSomme des ions échangeables (incluait Blle détermine la

faculté d'un sédiment a retenir des cations ouathésns par échange ionique et est exprimée
en milliéquivalent (meg)/100g de matériaux. La @dgad’échange cationique (CEC) est de

loin supérieure a la capacité d’échange anionique.

Complexe(ou composé de coordination ou complexe métalliqugdructure (molécule ou
ion) formée a partir d'un atome ou d’un ion centetl des atomes ou des molécules qui
I'entourent.

Le nombre de liaisons formées par I'atome censaleenombre de coordination. Le ligand
monodenté se fixe a I'atome central par une pasitiorsque gu’il se fixe a I'atome central
par deux (ou plusieurs) positions, on parle denlighidenté (ou polydenté). Les complexes

formés avec des ligands polydentés sont appeléshédstes.

Coefficient de partage octanol-eau,{Kk Rapport entre la concentration a I'équilibre rdu

substance chimique dans I'octanol et la concentragin cette méme substance dans l'eau.
L’'octanol représente le comportement des lipiddss Re coefficient est éleve, plus le

composé aura tendance a s’accumuler dans lesvétaess.

Ecosysteme Communauté (ou association fonctionnelle) d’éuigants en interaction avec
un environnement qui constitue son biotope. Lestetas de I'environnement qui
interviennent dans un écosysteme peuvent étre eenphysico-chimique (abiotiques) ou
d’origine biologique (biotiques). Par exemple, aupciter comme écosystemes classiques :
une forét, une riviere, une lagune, un agrosystémaine ville, jusqu'a des écosystemes
totalement artificiels, tels une station d’épuratiaun hépital, un atelier de production
industrielle (définition extraite du Programme 260€ontaminants, Environnement, Santé »

de I’Agence Nationale de la Recherche).



Introduction générale

Humus :Ensemble des résidus végétaux et animaux plusadsndécomposeés a la surface

du sol. L'acide humique et I'acide fulvique sord feactions les plus importantes de ’humus.

Ligands :lon, atome ou groupe fonctionnel qui est lié dgofanon covalente sur un ou
plusieurs atomes ou ions centraux, un récepteuraoun site spécifique. Les ligands
inorganiques qui complexent les ions métalliqued &s anions les plus courants : HOI,
SO, COs%, PQ¥, CN, ... De trés nombreux ligands organiques peuvergi awsnplexer
les ions métalliques : ils ont principalement comonigine les activités biologiques comme
les acides aminés, I'acide acétique, le phénolpiteteines, les glucides, les acides humiques
et fulviques...(Sigg et al, 2001). Les complexes formés entre les ions nigial et les
ligands inorganiques sont beaucoup moins stables @pux formés avec les ligands

organiques (Blanchard, 2000).

Sorption :Terme général qui est utilisé pour désigner tootgssus a I'interface conduisant a
un changement de phase (solide-liquide) du solut# la transformation d’'une surface de par
la présence du soluté ou de son environnement €igly 2001). D’'une maniere générale, la
sorption peut étre définie comme la réaction fdisatervenir un ion en solution avec un
groupe fonctionnel a la surface d'un solide (Aud2903). Les phénomenes de sorption-
désorption sont essentiels car ils englobent tesisriécanismes d’interaction solide-liquide.
Dans le domaine de I'hydrogéologie, le terme sorpéist souvent employé comme synonyme
de celui d’adsorption. Afin de considérer et deidigier les différents processus physico-
chimiques, le terme général de sorption sera ergglypour désigner tous les processus a la
surface (adsorption, absorption, échange ioniqu&gigtation de surface, coprécipitation).

L’adsorption sera considérée comme un de ces @ose®R sorption.

Spéciation :Distinction entre les différentes formes chimiquasssibles (especes) d'un

élément. La spéciation est a la base de la commsére du devenir des métaux dans les
milieux aquatiques (Siggt al, 2001).C’est la distribution des especes chimiques d'un
élément donné dans un systeme (Audry, 2003). Laiamn d'un élément dépend de sa
concentration et de la chimie de la solution (pH, @&mplexants, minéraux, etc.). La toxicité

d’un polluant vis-a-vis des organismes vivants geriement dépendre de sa spéciation.
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CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

La contamination de lI'atmospheére, des eaux et o&s Ear les composés organigues et
métalliques d’origine naturelle et anthropique emlye des risques sanitaires et
environnementaux dont les conséquences commenceéirte daujourd’hui bien prises en
compte par les décideurs politiques et les légialat Plusieurs lois et directives ont déja
fixées des limites de qualités pour les différenitieux que sont I'air, les eaux et les sols vis-
a-vis de parametres chimiques et physico-chimiquesius comme ayant un impact sur la
gualité des milieux et sur la santé humaine (Anrexérrété du 11 janvier 2007 relatif aux
critéeres de qualité des eaux brutes et des eatixées a la consommation humaine ; Annexe
2 : Arrété du 8 janvier 1998 fixant les prescripdechniques applicables aux épandages de
boues sur les sols agricoles ; Annexe 3 : Arrét€84yuin 2007relatif a la collecte, au
transport et au traitement des eaux usées desna@gitions d’assainissement ainsi qu’a la
surveillance de leur fonctionnement et de leurcaffité, et aux dispositifs d’assainissement

non collectif).

Dans cette démarche d’appréciation des risques’épldtion des réglementations, les
scientifiques ont un rble essentiel. Cest a travérs recherches menées de facon
pluridisciplinaire que peuvent étre mis en relatie niveaux de contamination des milieux et
les impacts (éco)toxicologiques des composes, quegnt étre mis en évidence 'existence
de certains composés, que peuvent étre mis au [esEntechniques analytiques pour les
mesurer et que peuvent étre mis au point les méghdd suivi de ces contaminants (et de
leurs métabolites) dans les différents compartisielet la biosphére. Les avancées obtenues
dans ces différentes disciplines (chimie, biologiecrobiologie, pédologie, géochimie, ...)
permettent d’améliorer continuellement les modélesdictifs du devenir des contaminants

naturels et anthropiques dans biosphére.

Dans les modéles existants de prédiction du deveées contaminants organiques, les
parametres pris en compte concernent en premigercéex liés aux composés dont on veut
prédire le devenir (coefficient de partage eau+smdtatension de vapeur, par exemple)
(Zukowskaet al, 2005) ; souvent les modeles ne considérent lepaciment héte (sols,

sédiments, particules en suspension, eaux) que earonstitué par une matrice inerte sur (ou

dans) laguelle les contaminants organiques voetndite un équilibre chimique selon leurs
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propriétés thermodynamiques (deBruyn et Gobas, 28a4ihaet al, 2009 ; Bergknuét al,
2010). Les parametres concernant le milieu récepseu limitent donc souvent a des
parameétres globaux comme la DCO (Demande Chimiquexggene), la DBO (Demande
Biologique en Oxygéne), le COD (Carbone Organiqissdus), le COT (Carbone Organique
Total), le CONP (Carbone Organique Non Purgeahldg dNTK (Azote Total Kjeldahl).

Dans les modeéles de prédiction de la migrationndémux, la gamme des parametres pris en
compte comprend les isothermes de sorption (modfdeBreundlich ou de Langmuir), la
capacité d’échange cationique, les coefficientslideibution solide-liquide (® (Michel et

al., 2007 ; Vidalet al, 2009 ; ), les affinités spécifiques et la spéaraties métaux (Tipping,
2005 ; Jacquest al, 2008).

Dans ces modéles, la MOD est donc souvent congid@m@me une entité globale, sans prise
en compte de I'ensemble de ses propriétés physicoigues, et notamment la nature des
groupements fonctionnels de surface. Or c'est biemsemble des -caractéristiques
intrinséques de la Matiere Organique Dissoute (M@i#sente dans ces milieux récepteurs
qui va jouer un réle prépondérant dans le devesdr @bntaminants organiques et minéraux

dans les différents compartiments de la biosphere.

Cette MOD, bien que représentant une faible fraatie I'ensemble des Matieres Organiques,
est en effet une composante omniprésente dansiffésedts compartiments naturels de
'environnement : les sols et sédiments (milieuxdastres) (Mac Carty, 2001), les eaux
superficielles et souterraines continentales eeésx de mer (milieux aquatiques) (Artinger
et al, 2000). Le terme de MOD est également employé géarire 'ensemble des composés
organiques que I'on peut trouver dans des écosgstdntalement artificialisés comme les
stations d’épuration (Imaet al, 2002), les usines de potabilisation des eawalpes

(Matilainenet al, 2010) ou encore les décharges d’ordures ménagéaieget al, 2002).

Cette MOD est composée de familles de moléculeanigges qui présentent un nombre
important et une diversité de groupements foncetsqui leur procurent un caractere tres
réactif, dépendant de leurs propriétés intrinseqsetsibilité, hydrophobicité, taille, capacité

complexante, pk toxicité).

Suivant I'environnement considéré, les MOD vontiaum réle surles processus a impacts
environnementaux : stockage de carbone, émissiaqgade effet de serre (tels que £

N2O), transferts d’éléments aux interfaces, puits seurce de nutriments, cycles
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biogéochimiques, transport de contaminants, etfaisant intervenir des processus biotiques,

abiotiques ou mixtes (Figure 1).

Matiére Organique Dissoute

A\ 4

Processus Biotiques Processus Abiotiques Processus Mixtes

A 4

A 4

Transport : M et MO, Cycle du carbone :

biodisponibilité Aauiféres, fixation,SI [
Transport : M et MO, |
> biodisponibilité
> Stabilisation des > Cycle de 'Azote :
aaréaats. des colides Aauiféres, fixatiol
v [ 1
CO,, CH,, NOQ,, etc > Podzolisation > Qualité de l'eau :
Indicateu
v \A 4 v vV VVY
Changement Valeur agronomique Pollution Qualité de I'eau
climatique des sols et des sols

Y

Figure 1: Réles et impacts écologiques de la MOD @t’apres Zsolnay, 1996)

Chacun de ces environnements se compose de divemdsibutions (géologiques,
pédologiques, microbiologiques, chimiques), en propns variables, et est soumis a des
conditions physico-chimiques (pH, potentiel d’oxydluction, ...) qui vont induire des
réactions de type aéro/anaérobies biologiques,igums ou chimiques ; 'ensemble de ces
réactions vont conduire a des transformations auit \contréler I'état, I'évolution et la
composition de la MO. En conséquence, la caraeaté@is et I'identification des groupements
fonctionnels et des autres constituants de la M@istituent un travail délicat, du fait de leur
complexité et de leur hétérogénéité. C’'est dansobgctif que de nombreuses techniques

analytiques et procédures opératoires ont été dgpéés au cours des années.

A ce jour, la nature de la MOD est limitée a unenisgpéciation permettant de déterminer la
teneur en composés hydrophiles et hydrophobes rédépa sur résines macroporeuses par
filtration de gel puis par filtration), a estimen indice d’humification ou, dans le meilleur des
cas, en différentes fractions réalisés par extrastséquentielles sur résines ionigues ou non
ioniques permettant de définir des teneurs en ceagpplus ou moins biodisponibles suivant

les extractants utilisés. En aval de ces étapestrd&ion, une caractérisation des
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groupements fonctionnels est parfois réalisée dademaine du proche infrarouge (PIR), par
résonance magnétique nucléaire du carbone (RMN-6u par Pyrolyse couplée & la
Chromatographie en phase Gazeuse et détectiorppatr@nétrie de Masse (Pyr-CG-SM).

Cependant, ces méthodes présentent de nombreuwé@rdents tels que :

= les protocoles de séparation et/ou de pré condimtrdes échantillons varient suivant les
auteurs et suivant les types d’échantillons étudiés

= les étapes de prétraitement (acidification, exiwactchimique, centrifugation,...)
dénaturent I'échantillon ; ce qui est mesuré pasuiée ne révele donc pas forcément ce
qui était présent dans I'échantillon a I'origine ;

= les méthodes de détection utilisées ne permettastume quantification (infrarouge),
requierent des échantillons présentant de fortesuts en composés carbonés organiques
(>5 mg.L") et une faible teneur en composés minéraux (RMA-& ne sont donc que
rarement applicables a des échantillons de sokexmample.

= les procédures analytiques mises en ceuvre requiggertemps d’analyses importants et

génerent des colts conséquents.

Etant donné I'intérét environnemental de la MODratécessité d’'une méthode alternative de
caractérisation rapide, simple et spécifigue deaciraux composés impligués dans les
diverses processus réactionnels, nous avons d@élop projet qui a pour objectif le
développement d’'une procédure et d’'un outil angiialternatifs, permettant de déterminer
qualitativement et quantitativement des groupemefasctionnels de grand intérét
environnemental tel que les acides carboxyliques,thiols et les amines, présents dans la

matiere organique.

Dans un premier chapitre, une synthese bibliogoamhiprésentera I'état de l'art des
connaissances sur la matiere organique dissouts, @ile les connaissances des différentes
méthodes analytigues couramment employées danstsoie. Un intérét particulier sera
€également porté sur les principaux groupementstioBmels présents dans la matiere

organique, ainsi que sur les méthodes classiquateatatives d’analyse.

Le second chapitre est consacré au choix des fegotir la dérivation et la détection post-
dérivation par fluorescence des groupements fameéls, ainsi qu'aux techniques

d’optimisation et d’automatisation des procedureasdiques.
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Le troisieme chapitre concerne I'ensemble des tatsubbtenus lors de I'optimisation des
parametres influencant la dérivation des aminae|stlet acides carboxyliques, ainsi que le
développement d’'une méthode alternative automagisdkix avec détection par fluorescence
des acides gras volatils, et la mise au point éape de détection par fluorescence en lecteur
microplaque des amines et thiols. L'optimisatios garametres et la mise au point de I'étape
automatisée de détection de chacun des groupefiomationnels sont validés par une étude

sur échantillons réels.
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I.1. Typologie de la Matiére Organique Dissoute

1.1.1. Typologie selon la composition

La composition de la MOD est difficilement « clasiga» et trés hétérogene du fait de la
diversité de ses sources et des différents prosegau I'affectent. On peut néanmoins
considérer qu'elle est constituée, de facon géegmdatomes de carbone, d’hydrogene,
d’'oxygéne, d'azote, de soufre et de phosphore igssentiellement des étres vivants
(champignons, racines et de I'activité métaboliges microorganismes) appelée biomasse
(Baldock et Nelson, 1999). Parmi la MOD naturedie peut distinguer :

- la «matiére organique fraiche » : débris végétaadavres et résidus animaux et
microbiens a différents stades de décompositisngahstituent la matiére organique
non vivante. Parmi les principaux composés de laDM&iiche, on différencie les
sucres, en particulier la cellulose -qui est lepblgmere le plus abondant-, les acides
aminés, les protéines, les lipides et les lignifiedbanowski, 2004 ; Kégel-Knabner,
2002) (Tableau 1).

- les composeés réfractaires, issus de la décomposigocette MOD fraiche, connus
sous le nom de substances humiques (SH): acidesqbesn acides fulviques,
humines, etc. (Dignac, 1998 ; McDonaldal, 2004).

Tableau 1: Produits de dégradation de la matiere @anique fraiche (Sigget al, 2001)

Substances o o _ Produits
_ _ Produits intermédiaires de dégradation
biologiques
NH,', CO,, HS, CH,,
Protéi Polypeptides> Acides aminés> RCOOH,= | peptides, acides aminés, uré
rotéines
RCH,OH, RCH;, RCH,NH, phénols, indole, acides gras
mercaptans
o C0O,, CH,, acides
Lipides , _ ,
_ aliphatiques, acides :
Graisses _ . » _ o
ci Acides gras + Glycérines RCH,OH, = acetique, lactique, citrique,
ires
) RCOOH, RCH, RH glycolique, maléique,
Huiles _ _ )
stéarique, oléique, glucides,
Hydrocarbures
hydrocarbures
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D

Glucides

Cellulose Monosaccharides Hexoses CO,, CH;, glucose, fructose,

Amidon Polysaccharides> Pentoses = galactose, arabinose, ribose

Hémicellulose Chitine Glucosamine Xxylose

Lignine

Porphyrines et

pigments de plants _ o
Phytol, pristane, caroténoide

Chlorophylle ) _ _ o _

Hémi Phéophytine= Hydrocarbures = isoprénoides, acides, alcools

émine
. cétones, porphyrines

Carotene

Xanthophylle
CO,, CH;,, HsPQy, purines,

Acides nucléiques Polynucléotides> nucléotides = pyrimidines, ribose,
désoxyribose

i ) ] ) Mélanines, substances
Substances complexesPhénols, quinones et acides amines =

formées a partir de

produits intermédiaire

Acides aminés et produits de décomposition

5 des glucides

humiques
Acides humiques et fulvique

tanins

La transformation de la MOD, naturelle ou anthrogigest réalisée en partie par les

organismes vivants et elle varie selon la tempésate pH, le taux d’oxygéne, la teneur en

eau ou encore la teneur en nutriments. En effet,cdenposés, comme certains sucres ou

polypeptides, sont facilement transformés par ibectdes microorganismes (Stevenson,

1994). Cette transformation (minéralisation) comesésdégrader en monomeres les polymeres

tels que les protéines et les sucres, puis entestraitrites, ammoniac, orthophosphates et

dioxyde de carbone. Par contre, d’autres moléotesme la lignine ou les organochlorés,

sont a l'inverse plus réfractaires a une transftionanaturelle (Kégel-Knabner, 2002 ;

Jauzeiret al, 1995) et servent de matériaux a I'édificatiomu@Eécules nouvelles, de plus en

plus complexes (processus d’humification) (Figuje d& nature colloidale et de couleur

foncée, dont I'ensemble constitue les substancesdques.
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Autres composés Hétérosides Protéines
Lipides
Lignines Polysaccharides
(cellulose,
/' hémicellulose)
- / P Acides aminés|
Substances humiques -
< Sucres simples :
2 Acides gras
" 4 \ 4 \ 4
) i Eléments minéraux
Réorganisation
H20, CO, NHa/NH,",
» NO,, NO; PQ/...

Réactions d’oxydation et d’hydrolyse
[ 1 composés protéiqgues 1 Composés lipidiques

Réactions d’humidification et stabilisation
1 composés glucidiques 1 Lignines

< Réactions de minéralisation

Figure 2 : Evolution de la matiére organique (d’apes Stevenson, 1994)

1.1.2. Typologie selon la réactivité

Compte tenu des différentes réactions influencarfofmation et I'évolution de la matiére
organique et suite aux multiples processus de foranation de cette MOD, les éléments
constituants la MOD sont tres variables. Afin deeui distinguer ces éléments, plusieurs

classements ont été proposeés par divers auteurs.

D’apres Stevenson (1994), la matiére organiquelassée en deux pools, I'un actif et l'autre

passif.

Le premier contiendrait plutdt des débris végétauanimaux, la biomasse du sol ainsi que
les substances non humifiées, et serait une saléEments nécessaires et immediatement
utilisables par les plantes.

Le second pool, quant a lui, est composé principatd de substances humiques qui sont

chimiquement récalcitrantes, réfractaires a la égoddation et avec une tres bonne stabilité
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physique, et qui constituent ainsi un stock d’élémmenutritifs, avec une utilité a plus long

terme.

D’autre part, Senest al. (1996) ont proposé une classification de la mat@ganique en
trois pools :

- un premier pool « actif » qui contient de la maierganique fraiche ainsi que des
biomolécules représentant les produits des prosessgtaboliques avec des structures
chimiques et activités biologiques connues ;

- un deuxieme pool appelé «intermédiaire », coreéstitie composés partiellement
dégradés, susceptibles de subir des processuandéoimation supplémentaires ;

- un pool « passif », essentiellement composé ddautes humiques (SH).

Les proportions en composes identifiables et rédraes de ces fractions sont dépendantes du
milieu étudié et du protocole d’extraction ou d’Bssa utilisé. D’autres méthodes de
classification de la MOD ont été établies perméttdd séparer et classer les composés
organiques selon leurs propriétés fonctionnellestricturelles (Leenheer et Croué, 2003).
Une telle approche permet d'accéder directement gumprietés d'importance

environnementale des matieres organiques

[.2. Caractérisation de la Matiere Organique Dissote

La Matiere Organique Dissoute (MOD) constitue unatrive particulierement délicate a
étudier mais surtout a identifier. Pourtant, uneaci@risation précise est nécessaire pour
essayer de comprendre ses origines, les mécantemes genese ainsi que pour déterminer
ses différents réles environnementaux au sein di@temes naturels ou artificiels. Plus
précisément, une meilleure connaissance de satws&uet de ses fonctions chimiques
contribue a améliorer les connaissances des préegssminéralisation, d’humification ainsi
gue de la biodisponibilité et de la capacité de ifisation ou d’immobilisation des polluants
organiques et des métaux par cette matrice. Castqpoi, la caractérisation de la matiére
organique repose sur I'analyse élémentaire, straletet fonctionnelle des éléments qui la
composent. Pour cela, plusieurs techniques de téaisation permettant d’identifier les

composeés simples et les substances humiques otééoppéees et peuvent étre regroupées
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en trois catégories: caractérisation physico-oimj caractérisation fonctionnelle et

caractérisation structurelle.

1.2.1. Caractérisation physico-chimique

La caractérisation physico-chimique de la MOD gt réalisée par I'étude i) de la taille des
molécules, ii) de la charge des molécules, iii)cdwactére hydrophile ou hydrophobe des
molécules. Cette caractérisation passe par destbgxtraction puis de fractionnement de la
MOD.

Les extractions des matieres organiques conduésées solutions contenant des groupes de
composeés chimiques possédant au moins une proprié@mmun, par exemple la taille ou la
charge, selon les protocoles chimiques et/ou phgsi@ppliqués. En effet, quel que soit le
protocole utilisé, I'extraction conduira logiquentead un fractionnement de la matiére
organique. Les résultats obtenus vont dépendreludéeprs facteurs tels que la teneur en
meétaux du milieu étudié et principalement de lacemtration de réactifs utilisés (Calvet,
2003). Les technigues de fractionnement reposentlifférents critéres physico-chimiques
tels que la taille, la charge, I'hydrophobicité. ftactionnement constitue donc une premiére
étape de sa caractérisation et ne fournira qu’'weeergption globale de lintégralité de la
MOD.

[.2.1.1. Techniques de séparation par taille

La Matiére Organique Dissoute (MOD), souvent adéena la Matiére Organique Extractible
a 'Eau (WEOM en anglais), correspond a la fractienmolécules organiques traversant un
filtre de porosité standard de 0,45 pum.

La fraction retenue sur ce filtre correspond a &i®te Organique Particulaire (MOP) tandis
gue la Matiére Organique Colloidale (MOC) corresparia fraction intermédiaire, avec une
distinction entre fraction dissoute et fractionlgiale souvent difficile a établir. Toutefois,
de nombreux auteurs situent la taille des collo&tgse 0,45 pm et 1 nm (Thurman, 1985 ;

Sempéré et Cauwet, 1995).
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[ Matiere Organique Dissoute ]
[ Matiére Organique Particulaire ] Matiére Organique
Colloidale
102 10+ 106 108 1010
| | || | | .
o m
D
(¢]
=
3 .
Acides gras

- > —>
Bacteries Virus >

Acides fulviques

A

Sucres

&

Complexes organo-métalliques

Acides Aminés

+—>
Acides humiques Hydrocarbures

Molécules d’eau

Figure 3: Fractionnement de la matiere organique das I'environnement (d’apres
Thurman, 1985 ; Hopeet al, 1994)

Les techniques les plus utilisées dans la séparaéimn la taille et le poids moléculaire de la
MOD sont la dialyse, l'ultrafiltration, la chromag@phie liquide d’exclusion de taille. Ces
techniques permettent de déterminer les poids mialiées moyens et les profils de
distribution des masses moléculaires de la MOD. tBelsniques telles que la dialyse, I'Ultra
Filtration (UF) (Lagier, 2000) sont basées surilisdtion de plusieurs membranes possédant
des porosités de plus en plus fines permettantehibune répartition discréte de la taille des
molécules (Buffle et al, 1995). Les techniques chromatographiques comme la
chromatographie d’exclusion de taille (SEC, Sizel&sion Chromatography) sont basés sur
les différences de temps de rétention des compogsiques dans une colonne, ce qui
permet d’obtenir une répartition « continue » dedétules dans I'échantillon selon leur taille
(exprimée en poids moléculaire rapporté a une m@émodele) (Hesse et Frimmel, 1999).
D’autres techniques emploient des principes diffsyrecomme le Fractionnement par
couplage Flux-Force (Field-Flow Fractionation, FFfd) utilise un champ de force (Martin,
1998 ; Gimberet al, 2003) et la dispersion des rayons X aux petitgesn(Small Angle X-
Ray Scattering, SAXS) qui se sert des propriét&srdgonnements (Thurman, 1985). Ces
méthodes de caractérisation par la taille sontruigo® tres dépendantes de I'état d’agrégation
de la MOD et de ses interactions avec le milielisgtpour la séparation (Leenheer et Croué,
2003).
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[.2.1.2. Techniques de séparation par charge

La séparation des composés selon leur charge &stugbpar une méthode physique, appelée
I'électrophorese, qui est basée sur la migratifiérdintielle des espéces en solution porteuse
de charges, sous l'effet d’'un champ électrique geeétre deux électrodes. Les composeés
sépares sont géneralement détectés photométrigué€narkeloget al, 1997). La séparation
des composés par électrophorése peut étre réaliséélisant différents types de supports,
comme le gel ou le papier, soit dans une solutiontemant un seul tampon appelé
électrophorése de zone, soit dans une solution qgdugplexe contenant un continuum de

tampons nommé électrophorese sur disque.

[.2.1.3. Techniques de séparation par hydrophigbici

La séparation selon I'hydrophobicité est baséelsyrassage de la MOBur des polyméres
adsorbants non ioniques tels que les réstéB (PolyVinylPyrrolidone), DEAE (cellulose de
DiEthylAminoEthyle) etXAD (Thurman et Malcolm, 1981)Parmi toutes les méthodes de
fractionnement, eule la technique d’extraction sur résines XAD mestonnue et validée par
I'International Humic Substances Society (IHSS) ommprotocole standard d’extraction de la
matiére organiqueles résines XAD sont composées de styrene — dbémgene ou
polyméres de méthacrylate de méthyle avec différges de groupements greffés. Il existe
plusieurs types de résines XAD telles que XAD-1,Dxa, XAD-4, XAD-7, XAD-8, mais
c’est la résine XAD-8 qui est la plus utilisée, @ des rendements d’extraction satisfaisants
et a une meilleure séparation des fractions.

Un protocole d’extraction a été proposé par Ailetral. (1992) et Malcolm et MacCarthy
(1992) : le principe repose sur les propriétés aabdité (polarité, masse moléculaire) des
composés organiques dans l'eau permettant de glistinles composés dits hydrophobes
adsorbés sur la résine XAD-8 a pH acide des comspdi&é hydrophiles qui ne sont pas
adsorbés sur cette méme résine.

En 1997, Martin-Moussaedt al, ont proposé une modification de la procéduretdaetion en
associant en série des résines de type XAD-8 et-AAl@rmettant ainsi la distinction de :

- la fraction hydrophobe est retenue sur la réxiaB-8 ;

- la fraction hydrophile acide, retenue sur réskKwD-4, a une polarité intermédiaire

dénommé fraction « transphilique » (Craiél, 2003).
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- la fraction hydrophile basique et neutre n'esd pdsorbée par la résine (filtrat résine XAD-
4).
Les composés présents dans chaque fraction sotiomass dans le tableau suivant :

Tableau 2: Substances trouvées dans les fractionpégifigues de la MOD (Qualls et
Haines, 1991)

Fraction Composés

Hydrocarbones, chlorophylle, caroténoides,
Neutres hydrophobes o )
phospholipides, substances humiques

Acides hydrophobes faibles (phénoliques) Tanniasphoides, polyphénols, vanille

Acide humique et fulvique, acides amine,

Acides hydrophobes forts (carboxylique

)

Eeptides et carbohydrates liés a lacide
umique, acides aromatiques, polyphénols

oxydés, acides gras (>5 atomes C)

Substances humiques de faible paqids
moléculaire avec ratio COOH/C élevé,
Acides hydrophiles carbohydrates oxydés avec groupe COOH,
petits acides carboxyliques, inositol et autres

sucres phosphatés

_ Sucres neutres simples, polysaccharides non
Neutres hydrophiles y _ _
liés aux acides humiques, alcools (<4 atomes C)

Protéines, acides aminés et peptides libres,

Bases amines aromatiques, polymeres de sucres

aminés (parois cellulaires microbiennes)

Malgré la simplicité apparente du protocole, le améeme exact du processus de
fractionnement sur les résines absorbantes deX}i® n’est toujours pas trés bien connu
(Peuravuoriet al, 1997a). En effet, des interactions hydrophobesdes formations de
liaisons hydrogeénes ou une combinaison de cesatttens peuvent conduire a I'adsorption
d’'un composé organique sur les résines (Streaveettand, 1997). Dans certains cas, un
effet d’exclusion par taille peut avoir lieu, madiit ainsi les propriétés de rétention de la
résine utilisée (Peuravuaet al, 1997b).
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|.2.2. Caractérisation fonctionnelle

La caractérisation fonctionnelle comprend diversegthodes (généralement non
destructrices) qui permettent d’identifier diffétentypes de structures et de fonctions
chimiques et non pas des éléments chimiques omdEsules constituants de la MOD. Cette
caractérisation fonctionnelle est principalementsélea sur ['utilisation de techniques
spectroscopiques particulierement intéressanteisqyelles peuvent étre appliquées soit
directement a I'échantillon brut (sol, eaux, subs&s humiques ou matiére organique
dissoute), soit a l'issue d’'une procédure de fomctement, en n'utilisant que de faibles

concentrations et/ou volumes d’échantillon.

Le tableau 3 décrit les principales informationg ¢jon peut tirer des différentes techniques

utilisées couramment dans caractérisation fonctbbamle la MOD.

Tableau 3: Principales techniques de caractérisatiofonctionnelle de la MOD (d’aprés
Abbt-Braun et al, 2004)

Technique Information Phénomene observé

_ o Caractérisation globale :
Spectroscopie UV- visible
absorbances, rapports.

Détermination qualitative
(identification des groupes Transitions électroniques
IR, FTIR, DRIFT ' ] o
fonctionnels et des structures | des électrons de liaison

moléculaires) et quantitative

Détermination qualitative et
Fluorescence o
quantitative

Données quantitatives sur les
composants structuraux

RMN (*H, BC, *N) (groupements fonctionnels :
aromatiques, aliphatiques, o .
Propriétés magnétiques

carbohydrates
Y ) des noyaux atomiques

Données qualitatives /
guantitatives sur les monomeres
RMN 2D (H, H, et H, C) .
et les composants (motifs,

modeles)
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o Vibrations
Identification des groupes _ _
Raman ) intramoléculaires
fonctionnels

[.2.2.1. Spectroscopie d’absorbance UV/Vis

La spectroscopie d’absorption UV est la techniqtebsbrption la plus courante pour la
caractérisation fonctionnelle de la MOD. L’absooptidu rayonnement émis dans le domaine
UV comprend une transition électronique d’un owsjdurs électrons entre I'état fondamental
et un état excité. L'absorbance de la MOD peut sslyire grace a la présence des
groupements fonctionnels qui absorbent a diffeeemd@gueurs d’'onde (254, 280, 465 et
665nm) appelés « chromophores ». En effet, lesesyloénzéniques et les fonctions alcenes
présents dans la MOD qui absorbent dans I'UV, mgrtent une classe importante de
chromophores qui est reliée a 'aromaticité de @QD(Trainaet al, 1990). Cependant, dans
la gamme de longueurs d’onde de 200 a 800 nm,imestespeces minérales telles que les
ions nitrates peuvent fortement contribuer a I'apgson de la lumiére. Pour cette raison, des
absorptivités relatives ou spécifiques (Absorbagrdunité arbitraires)/mg C') & 254, 272

et 280 nm sont souvent utilisés, afin de détermmeegré d’aromaticité de la MOD.

Comme le montre le tableau 4, d’autres propriédés due le degré d’humification peuvent
étre estimés en mesurant le rapport d’absorbantte eelles obtenue a 465 nm et celle
obtenue a 665 nm gfEs) (Chenet al, 1994 ; Stevenson, 1994). En effet, un faible oapp
d'absorbance, est synonyme d'un important degrérdification ou « maturation » et
condensation des composés étudiés.

Tableau 4 : Principales longueurs d’onde et rappos utilisés dans la caractérisation de

la matiére organique

o Références
Longueur d'onde Proprietés . :
bibliographiques

L’intensité d’absorption
254 nm o Chenet al, 1994
augmente avec I'aromaticite

Dy

L’intensité d’absorption _
Trainaet al, 1990 ;

Chenet al, 1994

Dy

272 nm, 280 nm augmente avec I'aromaticits

et la masse moléculaire

250 nm / 365 nm (FEs) La valeur diminue avec Peuravuetial, 1997 ;
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'aromaticité et la masse Hautalaet al, 2000

moléculaire

La valeur diminue avec la .
Piccoloet al, 1992 ;

465 nm / 665 nm (#Es) condensation des molécules
Stevenson, 1994

et le degré d’humification

[.2.2.2. Spectroscopie Infrarouge

Cette technique, utilisée communément dans I'étdde la MOD d’origine terrestre
(Stevenson, 1994), est basée sur I'absorption yrements dans la région infrarouge (IR)
laguelle met en évidence la nature des liaison€,(C-O, C-H, C-N, O-H, etc.) et donc la
présence des groupements fonctionnels suite ablatwin et a la rotation de ces liaisons
consécutives a l'absorption d’énergie. Les bandabsdrption spécifiques des structures
organiques en spectroscopie IR les plus courantégpsesentées dans le tableau 5.

Tableau 5: Bandes d’absorption spécifiqgues des stttures organiques en spectroscopie
IR présentes dans les extraits de MOD (Crouét al, 2000 ; Dignacet al, 2001 ; Fieldet
al., 1992 ; Leenheer et Rostad, 2004)

Groupements fonctionnels Nombres d’ondes (c)
O-H 3400-3300
N-H 3200
C-H 2960 et 1380 (C#), 2940 et 1460 (CH
COOH 2700-2500, 1730-1720, 1220-1180
COOR 1760
C=0 aromatique 1660-1630
C-O 1100-1000 (sucres), 1150-1280 (phénols, acides)
N-C=0 1660 (amide 1), 1550 (amide 2)
SOOH 1040

L’'analyse par infrarouge met a profit une plage dadiations électromagnétiques qui
correspond au proche, au moyen et au lointainriodige.
L'infrarouge lointain, allant approximativement41@0 & 10 crif (1000-30um), adjacent a la

région micro-onde, a une énergie faible et pewt étitisé pour la spectroscopie rotationnelle.
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L'infrarouge moyen, allant approximativement de @G0 400 crit (30-1,4um), peut étre
utilisé pour étudier les vibrations fondamentalefaestructure rotationnelle et vibrationnelle
associée.

Le proche infrarouge, plus énergétique, allant axiprativement de 14000 & 4 000 i, 4-
0,8um) peut exciter les vibrations harmoniques. Le damau moyen infrarouge est plus
utilisé et plus riche en informations sur les dutes des composés analysés que le proche

infrarouge, qui présente peu d’absorptions spéwafiq

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Feumsst la technique de spectroscopie IR
la plus répandue pour la caractérisation de laaratirganique (Davist al, 1999 ; Tanakat

al., 2001). Elle possede notamment une plus granughbilité grace a un rapport signal sur
bruit plus élevée. Cependant, elle est soumise airttesférences dues a la présence des
composeés minéraux, ce qui rend difficile I'expltida quantitative des spectres (Jaeikal,
1995).

Afin d’éviter ce probléme, d’'autres techniques IRt été développées, particulierement la
spectroscopie de réflectance diffuse d’'infrarougeaasformer de Fourier (RD-IRTF) qui est
considérée comme la technique la plus sensible ipkasntechniques de spectroscopie

infrarouge.
1.2.2.3. Spectroscopie de fluorescence

La technique de spectroscopie par fluorescencavartage d'offrir une meilleure résolution
des spectres (Hautadd al, 1999), permettant ainsi de fournir d'importantgermations sur
les structures, les groupements fonctionnels eintesactions inter- et intramoléculaires des
composes organiques (Mobedl al, 1996). Elle offre également une bonne sensibédité

n’utilise que de petits volumes et permet de ddssrfaibles concentrations.

Les molécules fluorescentes ne constituent qu'amgepde la MOD (Miano et Senesi, 1992) ;
elles se caractérisent principalement par des ceégpavec des cycles aromatiques
condensés, mais également par des groupes carbohybiroxyles, thiols et amines (Miano
et Senesi, 1992 ; Senesi, 1990). En effet, poudywre de la fluorescence, les molécules
doivent absorber dans le domaine UV-Visible, cergest possible que lorsqu’on a présence
de systemes d’électrom conjugués (comme dans les molécules polyinsaturtes

aromatiques).
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L’acquisition des spectres de fluorescence pew @fitenue de différents fagons : soit en
mode excitation, soit en mode émission, soit en enédission/excitation synchrone
(Fluorescence EES).

En mode excitation, Zsolnagt al. (1996) ont développé un nouvel indice d’humifioati
fondé sur le ratio entre l'aire sous pics compestre 450 et 500nm et l'aire sous pics
comprise entre 360 et 400 nm, apres excitatiordan®®. Cet indice d’humification ne permet
pas de caractériser précisément la matiére organigais donne une indication sur la
proportion de molécules organiques de faible poménulaire par rapport a celle en
molécules organiques de haut poids moléculaire.

La spectroscopie de fluorescence synchrone enmedgsspectre d’émission en gardant entre
les longueurs d’ondes d’émission et d’excitationégart constant permettant d’obtenir une
bonne résolution des pics des différents typesaeposés organiques (Senesi, 1990). La
combinaison des modes excitation/émission donnex@mnésultat une matrice ou un spectre
tridimensionnel. Cette technique de fluorescencg dimensions est aujourd’hui la plus
utilisée (Hudsoret al, 2007). Par cette technique, il est possible dealiser le domaine
spectral dans son ensemble et de suivre I'évoluiwia matiere organique par I'étude de
I'évolution du nombre de pics de fluorescence et idéensités maximales des fluorophores
qui composent I'échantillon. Comme le montre leldab 6, un certaine nombre de pics
peuvent apparaitre sur les spectres 3D, a dessitésret a des positions diverses en fonction
de la nature et d'origine des composés. Ainsi,diférences entre des acides fulviques de
différentes origines ont été détectées (Senesi))199a également été montré que la forte
intensité de fluorescence des composés de typasques peut étre utilisée comme marqueur
de la MOD d’origine anthropique (rejets de statidigpuration et effluents urbains) (Baledr
al., 2003 ; Baker et Spencer, 2004 ; Galamtal, 1998 ; Reynolds, 2003 ; Reynolds et
Ahmad, 1997). Afin d'illustrer les informations qlien peut obtenir a partir de spectres 3D
de fluorescence, 'annexe 4 présente les 5 domaramsidérer lorsque I'expérimentateur

souhaite discriminer la Matiere Organique Diss¢Qieenet al, 2003).
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Tableau 6: Types de fluorophores identifiés par smtroscopie de fluorescence en
fonction de leur position sur un spectre tridimensonnel (Coble, 1996 ; Hudsoret al,
2007 ; Parlantiet al, 2000)

Nomenclature hex () Type de
. excitation %em.(“m) fluorophores
(Coble, 1996) (Parlanti et al, emission
’ 2000)
A o 230 - 260 380 - 480 Sh“bs.tances
umiques
C A 330 - 370 420-4g0 | Substances
humiques
Substances
M B 310 - 320 380 - 420 humiques
marines
B r 295 - 250 300-320 | Froteine type
tyrosine
Protéine type
T A 225 - 275 320 - 380
tryptophane

[.2.2.4. Spectroscopie de résonance magnétiquéaitel

La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucl@MN), particulierement dd°C, est
une technique spectroscopique trés utilisée damsrictérisation de la MOD (Tableau 7).
Bien que les RMNH, *N et °C ont été utilisées pour analyser les matiéresniggas de
différents sources, seules les RMIC et'N ont été intensivement utilisées (Hatclkerl,
2001) spécialement pour les MOD d’origine terreg®éevenson, 1994 ; Kdgel-Knabner,
1997 ; Piccoleet al, 1996).

Le principe de cette technique consiste a fairesgrate noyau d’'un atome d'un niveau
d'énergie a un autre par absorption d'un photomgretjue I'énergie du photon et donc la
fréquence de l'onde électromagnétique permetteteé tensition, il y a résonance. Cette
transition est provoquée par un champ magnétigtense et constant. Cette technique a
lavantage d’étre non destructive et de présergepdssibilité d'analyser les composés
organiques dans leurs matrices naturelles, éwatiast des réactions secondaires occasionnées
par des procédures d’extraction (Peuravabél, 2003).

L’analyse d’échantillons avec la technique RNMAC offre des informations sur la structure

centrale des composés organiques plutot que lphggie comme la RMNH. Dans le cas de
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la RMN N, elle a été employée dans le but d’analyseriesgements fonctionnels azotés et

le cycle de I'azote dans des échantillons (Koge&dtrer, 1997).

Tableau 7 : Déplacements chimiques des composés pant étre observées par RMN?C

Deplace(rggm)chlmlque Types de composeés Groupements chimiques

0-55 Carbone aliphatique C-H

40 — 55 Amine, amide, protéine C-N

55 — 60 Groupe methqu lignine et O-CHs
tannin

60 — 90 Alcool aliphatique, éther C-0
ester

90 — 100 Carbone anomérique sucfe 0-C-O

95 — 165 Carbone aromatique D

135 -165 Ester aromatique, éther, ¢-0
amide

160 — 190 Acide carbo>_<yI|que, ester, 0=C-O : O=C-N
amide

170 — 200 Flavone, quinone 0O=C-C=C

190 — 220 Cétone allp_hathue et 0=C-C

aromatique

Bien que cette méthode reste 'une des plus apgmegour I'analyse de la matiere organique,
certains inconvénients sont a prendre en consideraEn effet, la faible abondance des
isotopes du carbone et de l'azote rend nécessaiee @lape de préconcentration de
I'échantillon. De plus, les temps d’acquisitiondénalyses des spectres sont excessivement
longs (Gonzalez-Vilet al, 2001 ; Poirieret al, 2000) et I'interprétation des résultats est
difficile.

|.2.3. Caractérisation structurelle

Les techniques de caractérisation structurelle, memla pyrolyse couplée a la
chromatographie en phase gazeuse et a la speai®aeinasse (pyrolyse-CG-SM) (Dignac,
1998 ; Hatchert al, 2001 ; Labanowski, 2004), et la chromatograpmmepbkase liquide
couplée a la spectrométrie de masse (CPL/SM, CPI3®) (Reemtsma, 2001) permettent
d’étudier la composition structurelle de la MOD poles composés a haut poids moléculaire
(Dignac, 1998). Ces méthodes se caractérisenepapltécision et leur sensibilité, mais aussi

par la difficulté de mise en ceuvre et leur colhdlgse éleve.
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La pyrolyse est une méthode de dégradation theemgum sélective, qui fournit de maniere
indirecte des informations sur les principales ésitstructurales des macromolécules,
lesquelles seront ensuite isolées et analyséese @mthnique reste pour l'instant la plus
utilisée dans I'étude structurelle de la matiergaoique (McDonalct al, 2004). Elle a été
employée dans la caractérisation et le suivi duadthumification de sols (Almendre al,
1996), dans I'étude de la matiére organique fogZibgouagtet al, 1999) et dans le suivi de
I'évolution de la matiére organique en cours de postage (Dignaet al, 2000). Cependant,
'ensemble des analyses moléculaires ne permeti@asractériser la MOD dans sa totalité.
Ainsi, une grande proportion de la MOD reste domtésolue » par ce type d’analyse et cette
proportion varie selon 'origine de la MOD, son &jealonc son degré de biodégradation et de
transformation (Hedge=t al, 2000).

|.2.4. Caractérisation élémentaire

La caractérisation élémentaire de la matiére ocgamnia pour objectif de déterminer la
composition élémentaire en carbone (C), hydrogeineaxygene (O), azote (N), et soufre (S)
des composés organiques. La quantification de oagpasés offre des informations sur la
polarité et saturation des chaines carbonées assitoants de la MOD. En effet, la saturation
des chaines carbonées qui présentent un caracténatemue ou un degré de condensation,
peut étre estimée par les rapports O/C et H/C €awon, 1982) et la polarité calculée par le
rapport (N+O)/C ou encore H/O.

[.3. Groupements d’intérét environnemental

Parmi I'ensemble des groupements fonctionnels gtaatérisent la MOD, notre travail de
recherche s’est plus particulierement focalisé3siamctions présentant des réactivités élevees
dans les écosystemes, et dont le développement ébodes analytiques alternatives
spécifiques peut revétir un intérét pour la rechermais également pour des applications

industrielles.

1.3.1. Amines primaires et acides aminés

Les groupements aminés comprennent plusieurs slafsecomposés tels que les amines

aliphatiques, les hexosamines et les acides amioésieés naturellement par l'activité
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meétabolique des microorganismes, des plantes eardesux, dont les principales voies de
formation comprennent, pour la formation des amirasdécarboxylation des acides aminés,
'amination des composés carbonylés et la dégmadates composés azotés (Billiet, 1992) ;

la formation des acides aminés résulte principatgrde I'hydrolyses de protéines.

La présence des composés aminés dans I'environhgaterosphere, sol et eau) provenant
des sources anthropiques sont principalement s a 'incinération des déchets (Seeber
al., 1998), la fabrication de divers produits chimisjusdustriels (par exemple, les pesticides,
les médicaments, les colorants, les polymeres,atgmts de surface, les inhibiteurs de
corrosion et les produits cosmétiques), le traitgmes eaux usées (Seelmtral, 1998,
Skarpinget al, 1994) et celui des eaux potables. Dans ces desdu traitement des eaux, |l
a été montré que les acides aminés totaux sorgniséa de faibles concentrations, de l'ordre
de 1 & 3 % du carbone organique dissous, mais it@mraient néanmoins une fraction
importante de la demande en chlore des eaux wsaftkelas-Hécart, 1989 ; Hureid al,
1994). De plus, des travaux réalisés par Hureflal. (1994) ont montré que certains acides
aminés retrouvés dans les eaux de surface sorgnfernt précurseurs de composes
organohalogénés.

Les amines « naturelles » résultent de processusboiijues de la dégradation, de
I'hydrolyse et de l'excrétion, a différents niveale la chaine alimentaire. Par exemple, la
matiere organique du sol contient généralementremv80% de son azote sous la forme
d'acides aminés (Stevenson, 1982). Par conséqueest probable qu'une proportion
importante de N libéré de la matiére organique soit issue de ttiyde microbienne,
désamination interne et excrétion de lHontenu dans les acides aminés (Barraclough,
1997). Il est donc nécessaire d’effectuer une aealyétaillée des apports de composeés
aminés dans le sol, afin de connaitre leur infleedans I'activité microbienne, le taux de

lessivage et le degré de sorption et donc de cardpedeur role dans le cycle de I'azote.

L’analyse de composés aminés peut donc s’appliguene grande diversité de processus
environnementaux que ce soit dans les écosystesnesttes, les écosystemes aquatiques
continentaux et marins (Antiet al, 1991; Jones et Darrah, 1994; Kielland, 1995; Haeig

al., 2000a, b; Owen et Jones, 2001), ainsi que agljm@cessus industriels.
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[.3.2. Thiols

Les thiols ont un pKa compris entre 9 et 11 et patétre facilement oxydés (par création de
ponts disulfures, par exemple) et reconvertis éoldlselon différentes voies enzymatiques
(Meister and Anderson, 1983). Ces caractéristiqoesdes thiols des éléments structuraux
des protéines, agissant comme des systemes deseéfentre I'oxydation (antioxydants)
(Gilbert, 1984), et des intermédiaires dans la firom de plusieurs composés sulfurés (Flock,
1997) (Figure 4).
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Figure 4 : Schéma du cycle du soufre (d’aprés Luthidll, 1986)

Les composés organiques comportant un groupemdfitydyl ou thiols (R-SH), en
particulier les composés hydrophiles de faible paitbléculaire (tels que la glutathione, la
cystéine, l'acide thioglycolique, [l'acide mercaptwnesulfonique et [l'acide 3-
mercaptopropionique), jouent un role tres importkants différents processus biochimiques et
environnementaux. En effet, ils permettent l'incopgiion du soufre dans la matiére
organique : lorsqu’un thiol réagit avec les liaisansaturées d’'une molécule organique, des
sulfures organiques se forment. Si cette réacteomag intra-moléculairement, les produits
formés sont des sulfures cycliques ; si elle selygtgar une réaction inter-moléculaire, elle

donnera lieu a un sulfure a structure linéairenteiaction intermoléculaire entre deux thiols

43



CHAPITRE | : Etude Bibliographique

simples permet de former un pont disulfure, maisgo’une molécule contient plusieurs sites
thiols, un réseau de ponts de disulfure va se fgro@nstituant ainsi des macromolécules
complexes de poids moléculaire élevé, tels queslibstances humiques (Vairavamurtty
al., 1997).

Les thiols jouent un rbéle prépondérant dans les@m&nes de dissolution et de transport des
éléments minéraux a I'état de trace dans les Aaisi I'analyse des thiols peut étre appliquée
a une grande diversité de processus environnemermariculierement dans le domaine de la
bioremédiation puisque, grace a la forte réactidté groupement sulfhydryl, les thiols
peuvent complexer des métaux de transition (Bo@egal, 1982), agissant ainsi comme des
agents de dépollution de métaux.

1.3.3. Acides carboxyliques

La présence des acides carboxyliques aliphatiques d'environnement résulte d'une

multitude de sources biologiques, de processusogigpies, de réactions (bio)géochimiques
et des émissions anthropiques. De nombreux orgasism compris les bactéries, les

champignons et les algues, ainsi que les planteérisures et les animaux, excrétent des
acides organiques dans leur habitat. En outregdmadiation et I’humification de la biomasse

morte libere des quantités importantes d'acidesamgges. Les principales sources

d'émissions anthropiques sont les résidus et smahips de I'agriculture et la transformation

des aliments, les déchets organiques et les dpreduits issus de leur traitement et de leur
élimination (par exemple boues d'épuration et latsvde décharge).

Une meilleure compréhension de la distribution @esdes carboxyliques aliphatiques
permettra de connaitre leur contribution au carborganique total dans les différents
compartiments des écosystéemes, leur intégratios ldarcycles biogéochimiques du carbone,
leurs fonctions écologiques et de leurs interastiéventuelles avec des ions métalliques et
des minéraux, ainsi que les différents processusatsfert des composés meétalliques entre

les différentes compartiments de I'environnement.

Techniquement, I'analyse des acides carboxyligeasparticulier des acides gras volatils
(AGV) est de grande importance, principalement dassprocédés de traitement anaérobie

(dans les usines de traitement des boues d'épuratams les industries alimentaires, la
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production industrielle d'éthanol ...), puisque descentrations élevées des AGV causent une
baisse de pH, et donc, un stress microbien, lecaugde une réduction de I'efficacité et une

chute de la stabilité des procédés de traitemeadrabie. Par conséquent, la concentration en
AGV devrait étre surveillee en permanence danfelesenteurs.

L’analyse des acides organiques revét donc unéinggrmordial dans des domaines a la fois

environnementaux mais également industriels.

1.3.4. Méthodes classiques de détection

Diverses méthodes de détection sont utilisées panalyse des acides carboxyliques
aliphatiques, des composés thiols et des aminesm@#hodes sont basées principalement sur
des techniques classiques de titration acido-basides techniques chromatographiques et

des mesures ampérométriques.

[.3.4.1. Titration acido-basique

La titration est une technique utilisée principademn pour la détection des acides
carboxyligues. En effet, des techniques simplesme le dosage par I'acétate de calcium
(Masini et al, 1998; Stevenson, 1994)- permettent de mesuneartade groupements acides

de type carboxylique dans une matrice organiqugbiiée.

La technique de titration acido-basique a été mtédisée dans les contrbles de routine des
réacteurs anaérobiques ou le suivi de la concentrdes AGV est impératif afin d’assurer un
bon fonctionnement du réacteur. Dans ce contexddains chercheurs ont proposé un
systeme adapté pour l'analyse des AGV sur siteoectibn de la méthode de titration. La
premiere méthode de titrage « en 5 points» a atélajgpée par Moosbrugget al. (1993) ;
une amélioration de cette méthode a été proposeegbeav et al. (2002) en utilisant huit
points d’observations de pH. Malgré [l'utilité detteeméthode dans I'analyse sur site des
AGV, ces méthodes de titrage souffrent d’inconvétsidiés aux interférences dues a la
présence d'ions métalligues qui peuvent former demplexes avec des groupes
carboxyligues (Lahaet al, 2005) ou encore, liés a des protocoles jugés donpplexes ou

trop approximatifs pour une application pratiquadgale.
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1.3.4.2. Techniques chromatographiques

Diverses techniques d'analyse par séparation @ntdéveloppées pour la détection des
différents groupements fonctionnels étudiés. Lebrigues chromatographiques telles que la
Chromatographie en phase Gazeuse (CG) et la Chwgraghie Liquide Haute Performance
(HPLC) nécessitent des étapes préalables d’hydrai/su I'ajout d’un réactif de dérivation a
I'échantillon et permettent la détection d’une sefaimille de composés a la fois.

La Chromatographie Liquide Haute Performance $fepbsée au cours du temps, et plus
particulierement la chromatographie d'échange sl'imn "chromatographie ionique" qui de
nos jours est utilisée pour la séparation et l@di#n d'ions inorganiques (exempleCr

NOs, Na', K*, ...), de quelques acides organiques (citrate, acétajest de composés aminés

(méthylamine, diméthylamine, triméthylamine, (Meyer, 1992).

En chromatographie ionique, le mécanisme de séparsé produit par échange d'ions entre
une phase stationnaire, qui portent des groupeni@mt§onnels chargés, et la phase mobile.
Dans la solution, les ions séparés quittent la @lsaationnaire (colonne de séparation) par
groupe d'ions semblables, les uns aprés les aetresnt ensuite identifiés par un détecteur
du fait de propriétés physico-chimiques qu'ils pdsst.

Divers détecteurs peuvent étre couplés aux techsighromatographiques, ces détecteurs
peuvent étre classés en deux groupes de déteatiéthodes électrochimiques et méthodes
optiques.

Dans les méthodes de détection électrochimiquendaure de la conductivité est la plus
utilisée pour détecter les ions organiques et evigues de petite taille ; leur grande mobilité
leur confére une conductivité élevée, ce qui peraiasi de détecter des petits acides

carboxyliques.

Une autre technique électrochimique utilisée @shpérométrie avec courant continu, utilisée
pour détecter la plupart des molécules facilemesydées ou réduites ou la détection par
ampérométrie avec courant alternatif dans laquelmurant est mesuré seulement dans des
zones déterminées de la ligne ondulée du poteditelydoréduction. Cette méthode est

appropriée pour les analytes dont les produitsydation se déposent a la surface des
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électrodes de mesure. Il s'agit notamment d'hysirdéecarbone (sous forme ionique a des
valeurs élevées de pH) ainsi que la plupart desposas sulfurés comme les thiols (Johnson
et al, 1993).

Le principe de la méthode de détection par photoengée résume en une mesure directe de
absorption des analytes dans les zones du visthle des ultraviolets du spectre
électromagnétique. Cette méthode concerne pouupeg des acides et amines aromatiques
ou hétérocycligues comme l'acide benzoique, I'asidi®-benzoique, I'aniline, la pyridine et
leurs dérivés substitués ortho, méta ou para ey, 1996). Cependant, pour des composés
qui ne sont pas aromatiques, la détection par phétrie offre généralement une résolution
insuffisante, car la séparation et la détectionssane méthode de dérivation préalabl,e ne

sont ni sélectives ni sensibles.

De ce fait, des réactifs de dérivation pré- ou {oogdbnne comme par exemple I'o-
phtaldialdehyde (OPA) en présence d'un thiol (Satacal, 1994 ; Campins-Falcet al,
2001), le chloroformiate de 9-fluorénylméthyle (FEY) la 1,2-naphthoquinone-4-sulfonate
(NQS) (Farellet al, 1983), le chlorure de 3,5-dinitrobenzoyle (DNB-CHierraez-Hernandez
et al, 1997), le chlorure de dansyle (DNS) (Cobo et&ill099) peuvent étre utilisés pour la
gualification et quantification des amines, deslthet des acides carboxyliques.

Des techniques, comme la chromatographie en phazeuge, permettent de détecter des
composés (par exemple des acides gras volatils)agant de réactif de dérivation. Toutefois,
cette technique est difficile a implémenter, esitease et ne permet pas I'analyse sur site des
AGV.

[.3.5. Méthodes alternatives

Les méthodes analytiques alternatives s’opposenteminiques dites de référence, standards
ou encore normalisées, et plus généralement abritpes de laboratoire faisant appel a du
matériel analytique difficilement transportable guterrain. La norme AFNOR XP T 90-210
de janvier 1996 établit une méthode alternativeroenx une méthode permettant d’analyser
ou d’estimer, pour un type d’échantillon donnéméme parametre que celui mesuré par la
méthode de référence, mais qui présente des ditfése substantielles par rapport au
protocole de la méthode de référence » (Norme AFNCRT 90-210, 1996)
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Le développement des différentes méthodes altegsagiour le dosage et la détermination de
parameétres physico-chimiques dans différentes ceatrpeut s’expliquer par le fait que la
durée d’analyse et le temps d’obtention des résufiar les méthodes de laboratoire sont
généralement assez longs; de plus, aux temps g&nat d’interprétation des résultats, il faut
ajouter les temps de prélevements, de stockagetrahsport et de prétraitement des
échantillons. Ces durées assez longues sont doampatibles avec le suivi des composés
(exemple : acides gras volatils) en temps réelegstrhesures sur site. Enfin, le protocole
analytique employé pour une analyse au laborat(prélevement, stockage, transport,

prétraitement) induit des biais analytiques.

Contrairement aux analyses d’échantillons en ldboea les mesures réalisées avec les
meéthodes alternatives permettent de prendre en teotapvariabilité du milieu, ainsi que

d'analyse en temps réel afin de réagir rapidemBmt. plus, ces méthodes permettent
d’augmenter le nombre de fréquences d’analyses.c@extéristiques incitent fortement a
développer des outils analytiques qui soient autisés afin de réduire les colts d’analyse.
Parmi les méthodes alternatives automatisées éadlispour lI'analyse des groupements

fonctionnels étudiés, nous pouvons citer 'anabsdlux et I'analyse en microplaque.

Les méthodes en flux sont utilisées dans les augsmale mesures ou analyseurs
automatiques. L’automate reproduit toute la chanalytique, depuis le prélévement de
I'échantillon jusqu’'a la quantification du paramettes automates permettent de reproduire
pratiquement toutes les étapes de prétraitememhaldillon, de formation de mélanges
réactionnels et de détection. Ces méthodes enstiuk facilement adaptables a tout type de
détecteurs, qu’ils soient optiques, électrochimsqoe autres. Pour la détection, I'analyse
spectrale (dans le domaine de I'Ultra-violet, dwsiblie, ou par fluorescence) est une des
méthodes les plus appropriées aux mesures suEl@eest peu colteuse, peu encombrante et

facilement automatisable.

La méthode en microplaque est composée de muligplegs» qui peuvent étre utilisés pour
un des trois obijectifs: production, stockage oulym@ade réactifs et/ou échantillons. La
microplaque est devenue un outil standard dansetherche analytique et clinique

particulierement dans le dosage immuno-enzymatitest ELISA), puisqu’elle permet une
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analyse multi-échantillon, ainsi que le travail @des volumes trés faibles des réactifs et des
échantillons.

L'objet de ce travail de recherche étant de conicawo systéme d’analyse en microplaque
et/ou en ligne, ces deux techniques seront plusiliéés dans la partie suivante de ce

mémoire.
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II.1. La spectrofluorimétrie UV — visible : Principe

La photoluminescence (fluorescence et phosphoresgerst une caractéristique que
possédent certains composés a émettre de la lutogmu’ils sont soumis a une excitation
par des photons. Ce phénomene a permis I'émergégmgalusieurs techniques d’analyse
sélectives et tres sensibles. Parmi les techniqgbesées sur ces phénomeénes
photoluminescents figurent la spectrofluorimétrie permet de mesurer la fluorescence en
solution de molécules et d’ions, et la phosphomseeplus rarement employée du fait de la

complexité de I'instrumentation.

La phosphorescence et la fluorescence sont dewopténes distincts. La phosphorescence
représente une photoluminescence retardée, congspioa I'émission lumineuse d’'un objet

plongé dans 'obscurité aprés avoir été exposéqgesl temps auparavant a de la lumiere ;
I'émission lumineuse a donc une duré de vie beagucplus grande apreés la phase
d’excitation. Par opposition, la fluorescence décde maniére exponentielle dés que

I'excitation cesse.

Les phénomenes photoluminescents, d’un point ddongamental, résultent de I'absorption
de la lumiere UV/VIS par des molécules ou espéemeis|ies, générant des états €lectroniques
excités entre les différentes orbitales molécutaaprés un apport d’énergie sous forme de
photons. Le diagramme de Jablonski (Figure 5) @Gieddi, 1933) représente I'absorption et
I'émission de la radiation luminescente entre legeaux d’énergie d'une molécule
photoluminescente typique. D’apres la distributitnBoltzman, a température ambiante, les
électrons se trouvent au niveau vibrationnel lesphas, celui de I'état électronique
fondamental (§ ; ainsi, quand une molécule absorbe de I'éneygies forme de photons, elle
passe de son niveau électronique fondamengala(8n état électronique excite. Selon le
principe de Franck-Condon, il n'y aura ni changendena position nucléaire ni modification
de l'orientation de spin, du fait que l'absorptiun rayonnement se produit a trés grande
vitesse, de l'ordre de la fentoseconde’{kec). Cette transition électronique ne peut se fair
que si I'énergie fournie par le photon corresponid d@ifféerence d’énergie entre les deux
niveaux 9 et §. D'autre part, certaines molécules excitées pduvewvenir a I'état
fondamental par le biais de processus non radidtifsmolécule retournant a son état
fondamental sans émettre de radiation, et par psoseradiatifs, ou le retour a I'état
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fondamental (§ peut se faire par le biais des deux phénomenegolpiminescents -
fluorescence et phosphorescence- lesquels neféeedifient que par leur durée.

= &
1 [3 Reconversion
S 5 énergétique
. interne
w 5
- p— ". —
ED ..-'fo..
¥ A >
= Sl = b= .
T :: s \ Etat triplet
= z 53 z T
e C s = = 1
= = z %
= e = =
P =4 ~
= | 2 S
. N 5
Z A = Phosphorescence
=
A
A 4
S
| [ "
)‘excitation ?\‘émission

Figure 5: Diagramme de Jablonski (Jablonski, 1933)

I1.1.1. La fluorescence

La fluorescence correspond au retour d’'une molédalson état excité; ers son niveau
fondamental §sans changement de multiplicité de spin. Il estiadjue la durée de vie de
I'état excité est inférieure & f0seconde. Etant donné que la molécule retombe loas
fondamental a un niveau vibrationnel plus élevéagant I'excitation, du fait du phénomene
de relaxation vibrationnelle dans I'état excité rdaiation émise par la fluorescence est de

plus faible énergie et se situe donc a une longdemde plus élevée que celle absorbée.

[1.1.2. La phosphorescence

La phosphorescence est définie comme étant I'éomisdiune radiation correspondant a la
transition d’'un état triplet excité a un état fomaantal singulet (§. En effet, aprés la phase

d’absorption, correspondant au transfert d’électtum niveau $a S, puis, si la relaxation
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vibrationnelle est assez lente, on assiste au gasfan état singulet;Sa un état triplet T
énergétiquement plus stable car I'énergie vibraigtle T, la plus basse est inférieure a celle
de S. Les molécules dans I'état; Tpeuvent ensuite retourner directement a leur état
fondamental par émission radiative sans repasseumpaniveau § Ce retour au niveau
fondamental est de I'ordre de4@econde & plusieurs heures, grace a la grandététde
I'état triplet.

I1.2. Exploitation analytique de la spectrofluorimétrie

L’étude spectrofluorimétrique d’'une solution estsd&a sur la mesure de lintensité de la
radiation lumineuse émise, aprés absorption d'ustqrh; ainsi, un spectre de lintensité de
fluorescence est représenté en fonction de la Eumgd’'onde. En appliquant la loi de Beer-
Lambert, on peut donc connaitre la résultante dadals fluorescences individuelleg des
molécules de I'échantillon présente sur le trapgique du faisceau excitateur :

lf=dslgeA L C
Avec:
lo = Intensité de la radiation excitatrice.
C = Concentration de la solution (mof)L
L = Longueur de la cuve (cm)
&, = Coefficient d’absorption molaire & longueur d’emdbnné (L mot cni?)

®; = Rendement de fluorescence de la solution

Pour les solutions, on définit le rendement deréisoenceb;, comme la fraction des nombre
de photons émisflsous les nombre de photons absorhgd&tant | = Io — | ou k représente

I'intensité de la lumiére transmise.

Il est important de noter que lintensité de flsmence ¢ dépend a la fois de la
concentration de I'échantillon (C), de lintensitle la radiation excitatrice ofl et du
rendement quantique du flurophore, mais égalementclibix de la longueur d’onde

excitatrice, facteur tres important si I'on veuteriir un rendement de fluorescence élevé.
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En spectrofluorimétrie, la qualité des spectreseddpfortement des milieux étudiés ; par
conséquent, une modification environnementale peoatduire & un changement de
configuration ou de structure de la molécule, atcda une modification de lintensité de
fluorescence. De nombreux facteurs influencant I&iramt les spectres de fluorescence
nécessitent d'étre pris en compte et corrigésdadintenir de « vrais » spectres. Les différents
facteurs d'influence et d’altération peuvent étes dacteurs internes (liés a la nature de

I’échantillon) ou des facteurs externes (liésrsstiumentation).

11.2.1. Facteurs internes

L’intensité de fluorescence varie en fonction dedacentration de la solution (loi de Beer-
Lambert). Cependant, pour des domaines de contensalevées, la relation établie entre
I'intensité de fluorescence et la concentratiorshjdus linéaire. Ce phénomeéne appelé effet
de filtre interne, est observé pour des solutiogs toncentrées ou lintensité de lumiere
d'excitation n'est pas constante a travers laisoluAinsi, seul un faible pourcentage de la
lumiére d'excitation atteint les fluorophores. Urra effet interne se produit en raison de la
réabsorption. La réabsorption se produit lorsqu'ange molécule absorbe une partie des
longueurs d'ondes émises par le fluorophore. Si [Becas, une partie des photons émis par le

fluorophore peut étre absorbée a nouveau.

11.2.2. Facteurs externes

Les facteurs externes peuvent étre liés a I'instnation, mais €également a d’autres facteurs
environnementaux comme la température et la nafwrgolvant qui ont un impact direct sur

le rendement quantique.

L’augmentation de la température diminue le rendgnggiantique (et donc l'intensité de

fluorescence) car elle favorise les chocs entrentedécules et nuit a la dissipation de
I'énergie acquise par la forme excitée. La dimiowmtdu rendement de fluorescence peut
atteindre 1%/ °C.

La nature du solvant, sa viscosité et sa polaaitési que sa capacité a former des ponts
hydrogene, peuvent avoir une influence considérsiides caractéristiques de l'intensité du

signal de fluorescence.
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Le pH de la solution peut aussi avoir un impact laufluorescence, affectant a la fois la
longueur d'onde d'émission et lintensité de flsoemce. Ce comportement est dd a

I'influence du pH sur la charge et les formes dmn@nce du fluorophore.

La présence d’ions (ou de molécules étrangeres) @galement modifier I'intensité de
fluorescence (quenching), soit par transfert d'@ieedes molécules excitées par collision

avec les molécules de solvant par exemple, ougparation de complexes.

Pour les facteurs liés a l'instrumentation, il feavoir que les caractéristiques de l'intensité et
la longueur d'onde varient dans le temps a chaxpérience et entre chaque expérience. De
plus, aucune lampe ne possede d'intensité congpantetoutes les frequences. Lorsque la
puissance de la lampe est trop forte, un effet l@gaécomposition est susceptible de se
produire. Le taux de photodécomposition est progamel a l'intensité de la source, donc il

peut étre réduit en diminuant l'intensité de larseu

La diffusion de la lumiere doit aussi étre prisecampte. Les types de diffusion les plus
significatifs dans ce contexte sont la diffusiorylRegh et la diffusion Raman. La diffusion de
la lumiére par diffusion Rayleigh se fait a mémegdoeur d'onde que la lumiere incidente,
alors que la diffusion Raman modifie la longueuonde de la lumiere diffusée,

habituellement vers des longueurs d'ondes plus riapes. La diffusion Raman est le
résultat d'un état électronique virtuel induit perdumiére d'excitation. A partir de cet état
virtuel, les molécules peuvent relaxer vers un auivgibrationnel autre que celui de I'état

vibrationnel fondamental.

11.3. La dérivation par fluorescence : Principe

Les méthodes par photoluminescence sont de dews.tyjpes méthodes indirectes qui
dépendent de la diminution (ou de la désactivatim)la photoluminescence d'un réactif
causée par sa réaction avec l'analyte, et les rdéthdlirectes basées sur la réaction de
I'analyte avec un agent chélatant pour former unmexe ou un dérivé photoluminescent.

Les méthodes de dérivation par photoluminescencengitent de transformer des
échantillons faiblement ou pas du tout photolumieass en produits fortement
photoluminescents. L'intérét de former ces déregisd’augmenter la sensibilité de détection
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de l'analyte. En effet, ces techniques présenténéigalement des limites de détection qui sont
de 10 a 1000 fois plus sensibles que les méthoasseb sur I'absorbance dans le domaine
U.V.-visible, et leur domaine de linéarité estumaup plus étendu que celui des méthodes
absorptiométriqgues. Un autre avantage des méthddeduminescence par rapport a

I'absorption est la sélectivité, car, les deux langs d'onde d'excitation et d'émission peuvent
étre choisies afin de maximiser la sélectivité. €efant, du fait de leur grande sensibilite,, les
méthodes quantitatives de photoluminescence sonesb sujettes a des interférences liées a
la matrice de I'échantillon. C’est pourquoi les ores de photoluminescence sont souvent

combinées a des techniques de séparation par ctagmraghie ou électrophorése capillaire.

La dérivation par photoluminescence inclut la fesmence, la phosphorescence, mais la
plupart des applications de dérivation est basédasfiuorescence, car les phénomenes de

phosphorescence sont rarement observés en solution

La dérivation par fluorescence comprend divers gulés qui impliquent de faire réagir un
compose d'intérét pour donner un produit fluoresdenmaniére rapide, quantifiable, simple

et spécifique.

II.4. Choix des réactifs pour la dérivation et la etection par

fluorescence des groupements fonctionnels

Le choix du réactif de dérivation pour la détectituorimétrique de chaque groupement

fonctionnel étudié est basé sur différents critéres

Tout d’abord le réactif sélectionné doit étre uneléoule commerciale, ce qui permet de

s’affranchir des nombreux problémes liés a sa ®gah il doit, de préférence, former des
dérivés solubles en phase aqueuse ; enfin, il peimettre d’effectuer des réactions de
dérivation qui soient rapides, fiables et adaptblene large variété d'échantillons.

Une étude bibliographique, qui s’est voulue exhwasta donc été entreprise afin de

sélectionner les réactifs correspondant a cegesit@t ceci pour la dérivation de chacun des
groupements fonctionnels visés dans notre étudeedtzerche bibliographique révele que de
nombreux réactifs ont été développés pour la diieation des molécules possédant les
groupements fonctionnels que nous avons retenus wdaine recherche, a savoir pour les

groupements amines, thiols et carboxyliques. Toigetomme montré ci-apres, la majorité
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de ces réactifs ont été utilisés en pré ou postaté@n pour une séparation par

chromatographie de ces molécules d'intérét.

[1.4.1. Groupement amine (-NH,)

Dans les années 90, de nombreux réactifs de dérivpar fluorescence ont été développés
pour la détermination des composés aminés (Amimuddd Miller, 1995). Ces réactifs ont
permis d’améliorer la sensibilité et la sélectidis réactifs jusque la utilisés pour une mesure

du dérivé formé par absorptiométrie (MeulendijkJetderberg,1990).

Un des réactifs les plus utilisés est TOPA, quil@en connu pour la dérivation des composés
aminés (Roth, 1971 ; Jagrgensen, 1979 ; Jargen9&0, ;1Sellner and Nealley, 1997). Cet
agent fluorogénique réagit rapidement, mais unigmnavec des amines primaires et des
acides aminés en milieu agueux basique (pH 9-1é&h girésence d'un thiol (RSH comme le
2-mercaptoéthanol par exemple), pour former unvdéisoindole fluorescent (Roth, 1971)
(Figure 6).

S—R
CHO
TN
(j: + RSH + H,N" “COOH — 3 7~ "N “COOH
CHO
OPA Thiol Amine Déré Isoindole Fluorescent

Figure 6: Réaction de 'OPA en présence d'un thiopour la détection d’'une amine

primaire ou des acides aminés.

La réaction de dérivation est effectuée a tempérambiante en 2 minutes dans un mélange
de tampon borate (pH 9-11). Cette réaction estutiisée en méthodes chromatographiques
avec dérivations pré-ou post-colonne. En mode pl@aoe, la dérivation peut étre réalisée
soit manuellement, en contrélant le temps de réactt l'intervalle de temps avant l'injection,
soit automatiquement, et permet une analyse tmésitde et reproductible (Schuster, 1988 ;
Kamisakiet al, 1990 ; Graseet al, 1985). D’autre part, 'OPA peut réagir avec desnas
secondaires en présence de NaClO en tampon adaadérivation avec le mercaptoéthanol

ou le 2-éthanethiol est trés instable (Fleury ehlédg 1983) et produit des dérivés non

57



CHAPITRE Il : Développement Méthodologique

fluorescents, mais d’'autres mercaptans tels qivdaétyl-L-cystéine (Bowyeet al., 1995 ;
Nimura et Kinoshita, 1986) ou l'acide 3-mercaptpoooique (Godekt al, 1984 ; Bowyelret

al., 1995) permettent d’avoir des dérivés fluorescphis stables.

Des réactifs analogues a I'OPA tels que la 2,3-tedphedialdéhyde (NDA) (De Montigny,

et al, 1987 ; Koning,1990) , la 3-(2-furoyl)quinoline-2-carbaldéhyde (&) (Bealeet al,
1990), la 3-benzoyl-2-quinoline-2-carbaldehyde (BX)(Beale et al, 1988) et la 3-(4-
carboxybenzoyl)-2-quinoline carbaldéhyde (CBQCA(ife 7) ont été aussi utilisés comme
réactifs de dérivation des amines. Ces réactifgiséant avec les composés aminés primaires
d'une maniere similaire a 'OPA, sauf que I'onigél I'ion cyanure (KCN ou NaCN) a la
place du composé thiol. L'inconvénient de ces msa@nalogues est que ces réactions
nécessitent des temps de réaction plus longs @® rainutes a température ambiante) par

rapport a la réaction de dérivation de 'OPA quisesfait généralement en 2 minutes.

O / \
CHO ~ o
~
CHO N CHO

NDA FQCA

O
COOH
3
=
N CHO

CBQCA BQCA

Figure 7 : Réactifs analogues a I'OPA utilisés poula dérivation de composés aminés.
(d’aprés Toyo’oka, 1999).

Un autre réactif trés utilisé est la fluorescamiiles’agit d’'un réactif sans fluorescence
intrinseque, mais qui offre une meilleure détedit#bdes composés aminés primaires avec
détection par fluorescence. Le réactif réagit ades amines primaires et des acides aminés

dans un tampon borate (pH 9,5-10) a températuraaameb(Figure 8), et cette réaction est
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compléte en quelques minutes. De plus, la réactlea amines secondaires avec la
fluorescamine donne des dérivés non-fluorescerasfllorescamine est donc un réactif
spécifique pour les amines primaires. Cependantd&ivés fluorescents ne sont pas trés
stables en milieu aqueux, et la sensibilité est de5 fois plus faible que dans la méthode
utilisant 'OPA.

+ R-NH —_—

(Ex. 390 nm. Em. 475 nm)

Fluorescamine

Figure 8 : Réaction de la fluorescamine avec une amne primaire (d’aprés Toyo’'oka,
1999)

Notre choix de réactif de dérivation pour la détectdes amines primaires et des acides
aminés s’est porté sur I'o-phthalaldehyde (OPA), @a présence d'un thiol et en milieu

basique, permet d’obtenir en trés peu de temp®rinéistable et détectable par fluorescence.
[1.4.2. Groupement thiol (-RSH)
11.4.2.1. Thiols réduits
[1.4.2.1.1. Thiols réduits totaux
Deux familles de composés permettent de réaliserdétermination de la teneur en thiols

totaux dans un échantillon. Ces composés permeti@nidétection des thiols par

spectrophotométrie UV-Visible, apres une étapeatwvalion.

1. Les composés aromatiques a pont disulfure :
Parmi ces composés, le plus connu est I'acided&fibbis-2-nitrobenzoique (DTNB), plus

connu sous le terme générique de réactif d’Ellman.
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Dans cette réaction, les thiols réduits (groupemanifydryles -RSH) réagissent avec le
DTNB pour former quantitativement le dianion decitde 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB)
(Figure 9). Ce dianion est un composé de couleurgadont la teneur peut étre mesurée dans
le domaine du visible & = 412 nm. Ce composé possede un coefficient dfpbiea molaire

de 14.15 x 1d(mol.LY)* cm*, pH = 7.3 (T=25 °C) (Eyeet al, 2003).

Coor
2 RS + OZNQSSONOZ —— RSSR +2 OZNQS
"00C

"00C

DTNB TNB

Figure 9: Détection de thiols par le réactif d’Ellman (Acide 5,5'-dithiobis-2-

nitrobenzoique)

Une alternative au DTNB est la 4-4’-dithiodipyridir{4-DTP) qui réagit quantitativement
avec les thiols pour former la 4-thiopyridone (4y,TBbsorbant &=324 nm (Grassetti et
Murray, 1967) (Figure 10A pH 7, la 4-DTP a un coefficient d’extinction mo&ade 21.40 x
10* (mol.L'Y)* cm™* (Egwim et Gruber, 2001)

2RSH + N@S—S@N —— > RSSR +2 Si@NH

4-4'-dithiopyridine 4-thiopyridone

Figure 10 : Formation de la thiopyridone en présene de composés thiols et de
dithiodipyridine

Ce réactif est donc plus sensible que le DTNB, rsaisabsorbance a 324 nm peut étre génée

par la présence d’autres composés absorbant dalmsraane.
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2. Les alcynes :

Trés récemment, la réaction des composés thiols lageesters de I'acide propiolique a été
utilisée pour la quantification par spectrophotameéties thioacrylates résultants (Owen,
2008).

R-SH + HC=C—COOR’ —® R— S— CH=CH— COOR’

Cette réaction est trés rapide et s’effectue erdibons douces a pH 6,8. Le coefficient

d’extinction molaire varie suivant les thioacryltéormeés, mais s’échelonnent autour de
12.50 x 16 (mol.L'Y* cm?, pour une détection &= 285 nm. La limite de détection n'est

donc pas améliorée par rapport au DTP, mais |lxtbété de la réaction envers les thiols et
les dithiols est prometteuse. Un autre avantagdeétans le pouvoir réducteur des alcynes :
ainsi, les étapes de réduction et de « labellisgnt réalisés simultanément.

11.4.2.1.2. Thiols réduits individuels

Au cours de ces derniéres années, plusieurs cospasg la dérivation des thiols ont été
développés et utilisés comme réactifs de pré oupas-dérivation pour des analyses
chromatographiques (HPLC) avec détection par spalctitométrie ou spectrofluorescence.
La figure 5 recense les familles des réactifs las pouramment utilisées, ainsi que les voies

de réaction communes concernant la dérivation @étaction des thiols.

Dans la famille des haloacétamides (Figure 11a), réactif tres utilisé est le
monobromobimane (MBBr) lequel est faiblement flgoent, et réagit en présence de thiols a
pH 8,0 pour former en 5 minutes un thioéther fodrtrfluorescent, détectable a 450 g (

= 380nm) et stable a température ambiante. Le nmronuibimane a été utilisé pour la
détection des thiols présents dans les protéinesoifer et Kosower, 1995 ; (Bass al,
2004) et, en combinaison avec 'HPLC, pour quaattifes thiols de faible poids moléculaire
(Grahamet al, 2003). Le mBBr demeure toutefois délicat a wiipuisque c’est un compose
photosensible, qui forme des sous-produits fluemtscqui interférent avec la détermination
des thiols et obligent donc a travailler dans koiogé. De plus, différents auteurs ont signalé
des interférences avec les réducteurs a basealesttde phosphines (Newtat al, 1981),

composés communément utilisés pour la détermindegrthiols oxydés.
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Les composés de la famille des maléimides (Figukke) lsont souvent utilisés dans la
dérivation des composés thiols en chromatograprae g@érivation en pré-colonne
particulierement, mais des réactions secondairagepe se produire entrainant des erreurs

dans la quantification des dérivés (Taal, 2002).

A Haloacetamides

R5SH

F!'_'-{"H:-'.\C — RK-UH5-K + HX
whigie B = Flooraplasie
a G Xabhllorl I:| E‘
N RSH NJ\/
]] | ]I - | ) | HBE
Bir N3,
R
B Maleimides
S—R
ﬂ REH
i —_—
(a Eia (i) o M O
= Where B« Muoroplsore R°
C Benzoxadizoles
F A
=M, RSH =N
— o +HF
S F =,
M T
SO R SO.R
D Isoindoles
S-—-—H

CH .
C[ RSH -
s M-R + 2 Haid
CHO R'NH, = ;

Figure 11: Réactifs utilisés pour la dérivation dehiols et leur détection par fluorescence.
(d’aprés Lock et al, 2002)
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D’autre part, I'ammonium benzofurazane-7-fluord-3-benzoxadiazole-4-sulfonate (SBD-F)
et le 4-aminosulfonyl-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazgBD-F) sont également des réactifs
fluorescents possédant un groupement halogeneséstilpour la dérivation de thiols,
appartenant a la famille de benzoxadizoles (Figlte), lesquels ne présentent pas de
réactions d’interférence avec les phosphines;tileac possible de réaliser la réduction des
disulfures et la dérivation des thiols simultaném@rley, 1989 ; Chin et Wold, 1993).
Malheureusement, la dérivation des thiols avea&astifs exige des températures de réaction
élevées (pH de 8,5 et 60 °C) ainsi que des tempsubation importants (> 1 h). Dans ces
conditions, il y a un risque de régénération delshice qui induit de possibles erreurs de

guantification.

Une attention particuliere a été portée sur la famies dialdéhydes (Figure 11d), et
principalement sur I'o-phthalaldéhyde (OPA), réagtilisé habituellement pour la dérivation
des amines et des acides aminés primaires en peesiun composé thiol permettant de
former un dérivé isoindole fluorescent. Ce réapifut également étre employé pour la
dérivation sélective de thiols (Jocelyn et Kammind@70; Mopper et Delmas, 1994;
Parmentieret al, 1998). L'OPA ne présente pas d’'autofluorescemteréagit en milieu

basique en présence d’'une amine avec un thiolfoomer un dérivé en 5 minutes, détectable

a 455 nm Xexc = 335nm) et stable a température ambiante.

Un autre avantage de la méthode OPA est la déteddis thiols hétérobifonctionnels (comme
le glutathion), qui contiennent a la fois des gemi@minés et thiols dans leur structure,
(Figure 12). La réaction de 'OPA avec ce type bmlt permet de former un isoindole

fluorescent et mesurable a 440 nm (Satftal, 2000), donnant ainsi un degré élevé de

sélectivité pour le glutathion par rapport a d’astthiols.

0 H
H N 0
PN N 0 cre HOOC/\N
HOOC N H
H + —
HS CHO 3
ZY
e N COOH COOH
Glutathion OPA Dérivé Isoindole

Figure 12 : Schéma de réaction de 'OPA en présenda glutathion (d’aprés Parmentier
et al, 1998)
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Nous avons donc sélectionné I'OPA comme réactifddevation des thiols, puisqu’en
comparaison des autres méthodes de détectionishtittn de ce composé est beaucoup plus
simple, économique et rapide. De plus, par rappdat méthode standard (méthode Ellman)
cette méthode permet la quantification des thi@duits ainsi que des thiols oxydés
séparément. A cet effet, des réducteurs sont reicessafin de réduire les thiols oxydés a
thiols réduits, forme chimique des thiols qui pétre dérivé par I'OPA et ensuite détecté par

fluorescence.

[1.4.2.2. Réduction des thiols oxydés

Il faut se rappeler que les thiols dans I'enviraneat peuvent se présenter sous la forme de
thiols réduits ou sous la forme de thiols oxydésjue de part leur réactivité, les thiols réduits
se transforment tres facilement en thiols oxydétteCoxydation conduit donc a la formation
de disulfures (Figure 13), c’est-a-dire deux molésuwde thiol unies par un pont sulfure. De
plus, les thiols peuvent s’oxyder aussi en préseleenétaux, du fait de la formation de
complexes thiol-métal, ce qui rend le groupe thmains accessible a 'OPA et I'amine,
empéchant donc, la détection totale en thiols. &arséquent, l'utilisation d’'un agent
réducteur est nécessaire, afin de casser lesrgeatre les ponts disulfures ou celles entre les

thiols et les métaux (ponts S-Métal).

1 \

HsN—C—COO0~ Hg{tl—(f—COO
H. CH,
&H
oxidation | .

SH e S +2H" + 2e

i reduction |

CH2 H:E
Harﬁ—tls—coo - HN-—G—COO

H H

Cysteine Cystine

Figure 13: Formation de ponts disulfure
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Un réducteur puissant posseéde généralement unayrai nucléophile, fortement attracteur
du soufre. Les réducteurs les plus utilisés soahsd'ordre décroissant de leur pouvoir

nucléophile envers le soufre (Hansen et Winthed920

Hydrures > Trialkylphosphines > Thiols > Cyanuré€l{)> Sulfites (SQ)

Une étude bibliographique a été effectuée afin alenaitre les conditions opératoires de

chacun de ces réducteurs.

11.4.2.2.1. Les hydrures

Le Borohydrure de sodium (BH) est extrémement reatun agent réducteur fort en raison
de la haute S-nucléophilie de lion borohydrure. réactif doit étre préparé juste avant
utilisation pour éviter sa décomposition. Plusietttgdes ont montré que le BH est en mesure
de réduire guantitativement les ponts disulfures getéines avec ou sans la présence
d'agents dénaturants. En général, la réductiondamdfures de protéines est faite avec
1mol.L'* de BH & pH 12, et qu'elle est totale aprés 30 a0 °C. Comme de I'hydrogéne est
formé pendant la réaction, les solutions ont tendanmousser, mais cela peut étre évité en

ajoutant de 'octanol ou de I'hexanol.

11.4.2.2.2. Les thiols

Parmi les réducteurs communément utilisés, on &oles thiols-disulfures eux-mémes

(Figure 14). La réaction suit le mécanisme d'échatgl'anion thiolate. Le principal avantage

de ce réducteur est le degré élevé de spécifuitéui signifie que seuls les disulfures sont
atteints, laissant les thiols disponibles pourdtedtion. Le principal inconvénient est que les
groupes SH des réducteurs d’échange entrent enumrrence directe avec les thiols a

analyser. D’autre part, ces réducteurs sont pdigrement sensibles a I'oxydation, et par
conséquent toutes les solutions nécessitent d@iaentenues dans un milieu exempt

d'oxygene (lorsque c'est possible) et doivent contdes agents chélateurs métalliques tels
que 'EDTA.
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| + ZRSH
5
e
OH

Figure 14 : Réduction de disulfures avec le Dithidiréitol (DTT)

[1.4.2.2.3. Les phosphines

Les trialkyphosphines réduisent quantitativemest diésulfures en thiols en deux étapes.

Comme le montre la figure 15, dans une premiengeétia phosphine attaque la liaison S-S

formant ainsi un sel de thiophosphonium. Ensui¢e,hydrolyse, le deuxieme thiol est libéré

et I'oxyde de phosphine est formé (I'étape d'hyd®lrend la réaction irréversible). La

réduction des ponts disulfures va se faire de fagacthiométrique, c’est-a-dire qu'une mole

de réactif réduit une mole de disulfure (Ruegg atiRger, 1977; Friedmaat al, 1980;

Kirley, 1989).

Figure 15 :

R2 L~
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Rz— P + T g

5 ]
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Mécanisme de réaction des trialkyphosphes

66



CHAPITRE Il : Développement Méthodologique

[1.4.2.2.4. Les cyanures et les sulfites

D’autres agents réducteurs alternatifs tels queides sulfites (S@) et les ions cyanures
(CN) peuvent étre utilisés. Cependant, la réducticgc ases agents est rarement effectuée,
puisqu’elle est tres lente et qu’elle nécessite chlalyseurs afin d’assurer une réduction

efficace (Jocelyn, 1987).

L’étude bibliographique et des essais de réducpogliminaires nous ont orienté vers
I'utilisation des trialkylphosphines. En effet, les-ci présentent les avantages suivants par
rapport aux autres réducteurs étudiés :
- I'étape de réduction est rapide : 80% des thiokgdés sont réduits en moins de 10
minutes ;
- leur efficacité est meilleure par rapport aux aut@ducteurs (80% des thiols oxydés
sont réduits en 30 minutes par les dithiols ehiafrures) ;
- enfin, ces composés ne présentent papriori, des problemes d’interférence avec
I'OPA, et ne générent ni gaz ni mousse (Riezal, 1998), ce qui permet d’éviter des

procédures supplémentaires au moment de la réductio

Les principales trialkylphosphines utilisées poarréduction des thiols oxydés sont la
tributylphosphine (TBP), le tris(2-carboxyethyl)@phine (TCEP) et le tris(hydroxypropyl)
phosphine (THP). Parmi ces réducteurs, nous avehs jpour le TBP, car, malgré leur
solubilité nulle dans l'eau, il présente trés péunterférences avec les tampons utilisés. En
effet, le TCEP est connu par sa bonne solubiliténdieu aqueux ; il a toutefois été signalé
comme instable dans des tampons phosphate et bergi@rticulierement entre pH 7 et 8. La
raison de cette déstabilisation en milieu phospha& pas connue (Han et Han, 1994; Burns
et al, 1991). Le THP est un autre réducteur tres soldbles I'eau mais difficile a trouver

dans le commerce.

11.4.3 Groupement carboxylique (-COOH)

De nombreux réactifs fluorescents peuvent étrevésulans la littérature. Le choix du réactif
dépend de la modification chimique du groupe caylsoxComme le montre la figure 16, la
modification de l'acide carboxylique est généralamassociée a un groupe fonctionnel
réactif, tel que I'halogénoalkyle (-GM), I'hydrazine (-NHNH) et I'amine (-NH et-NHR).
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Ces réactions ont parfois besoin de l'activation'atdde carboxylique avant la dérivation

avec les réactifs.

R-COOH

A CH,Br — CH,0CO-R
R-COOH

B CHN, ————» CH,0CO-R
R-COOH

c ( )-NuNH, NHNHCO-R

OCO-R

OCO-R

Figure 16 : Les principaux types de réactifs pourd dérivation de l'acide carboxylique.
A. Bromoalkyl, B. Diazométhane, C. Hydrazine, D. Arme, E. Alcool, F. Sulfonate.
(d’aprés Toyo’oka, 2002)

Le premier bromoalkyl utilisé comme réactif de dation par fluorescence des acides
carboxyliques fut le 4-bromométhyl-7-méthoxycoumgBr-MMC), synthétisé par Baker et
Collins en 1949 (Baker et Collis, 1949). Il a étidisé pour la détection d’'une grande variété
d’acides carboxyliques aliphatiques et aromatiqdes, herbicides, et des médicaments. La
réaction de dérivation des acides carboxyliques &% composés bromométhylés se produit
dans des solvants aprotigues tels que l'acétoliacétonitrile en présence d'un catalyseur
basique (par exemple,BO;) et d'un agent de transfert de phase (par exedfplerown-6)
(Yoshidaet al, 1986; Wolf et Korf, 1990; Yoo et McGuffin, 1998n général, la réaction de
dérivation est effectuée a 60 °C pendant 30-60puour les acides mono-carboxyliques, et a

80 °C pendant 60 min pour les acides dicarboxybque

L'utilisation de catalyseurs et d'agents de traris@8-crown-6) a été aussi utilisée dans
d’autres réactions de dérivation en présence ddifeeasulfonatés (Yasakat al, 1990) a

température ambiante.

68



CHAPITRE Il : Développement Méthodologique

D’autres réactifs de type diazométhane et hydrapi@emettent la dérivation des acides
carboxyligues a température ambiante en milieu @qu€ependant, les temps de réaction

pour obtenir un rendement constant de dérivation tses longs.

Les amines primaires et secondaires ainsi queldesla ont également été utilisées pour la
dérivation des acides carboxyliques a températmtdante en milieu aqueux. En général, les
réactions avec ces types de réactifs nécessaetivition du carbone portant le groupement —
OH de l'acide carboxylique avec un carbodiimidenava réaction de dérivation avec les
amines ou les alcools (Van DenBeldal, 1991; Lingemaret al, 1988). A la différence des
amines qui permettent la dérivation en peu de tefapgaction de dérivation avec les alcools

requiert une étape de chloration, longue et donlient: des réactions secondaires.

Aprés I'étude bibliographique des différents réactie dérivation des acides carboxyliques,
nous avons décidé de travailler avec les aminesreoméactifs de dérivation, puisqu’elles
sont les plus avantageuses en termes de stabd@étivité et solubilité en milieu aqueux.

Parmi les différentes amines utilisées, nous awbiwssi une amine de type aliphatique qui
avait déja été signalée par Kobayashi et Chiba 41%®mme réactif efficace pour la

dérivation des acides carboxyliques.

11.5. Méthodes d’optimisation

Afin de déterminer les conditions opératoires optem en un minimum d’expériences pour
les différentes méthodes d’analyses proposéespldas de criblage et/ou d’expérience ont
été employées selon les cas.

[1.5.1. Plan de criblage

Les plans de criblage sont basés sur des plangimandaux permettant d’identifier les

facteurs ayant une influence prépondérante sur recanismes étudiés. lls sont
particulierement mis en ceuvre lorsque le nombrpatametres est important (Fisher, 1925 ;
Plackett et Burman, 1946 ; Bex al, 1961a, 1961b).

lIs précédent la mise en place de plans d’expé&gnqui, eux, visent a optimiser les

parametres qui auront été mis en évidence darianade criblage.
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L'estimation des effets des facteurs, étudiée danglan de criblage, est associée avec une
estimation des interactions a 2 et 3 niveaux d'adion (Lenth, 1989 ; Yet al, 2001).

[1.5.2. Plan d’expérience

Les plans d’expériences sont applicables a de reusbs disciplines ; ils permettent
d’organiser au mieux les essais en obtenant lermanxide renseignements avec le minimum
d’expériences. Pour cela, la méthode des planspdiences se base sur deux notions
essentielles, celle du domaine expérimental ee addl la modélisation mathématique des

réponses étudiees.

La valeur des réponses étudiées dépend de pluspauesnétres. Pour chacun de ces
parametres, qu’on appellera facteurs, un domaineadations est défini. A l'intérieur de ce
domaine, les valeurs données aux facteurs peuventyg différents niveaux. L'ensemble
des domaines de variations de chaque facteur gmléaglomaine des facteurs. Chaque
élément de ce domaine des facteurs représentesembte de conditions expérimentales. On
appelle domaine expérimental le sous-ensemble duoaimhe des facteurs contenant les

expériences a réaliser.

Afin de rendre comparables les effets des différdatteurs qui ne sont pas forcément
exprimés dans les mémes unités, il est nécessafiard une opération sur les facteurs qui va
nous permettre de travailler avec des variables slimension, appelées variables codées
(Droesbekest al, 1997).

La transformation la plus utilisée est :
X; = U-U%A U,
avec
X; = valeur de la variable codée j ;
U; = valeur de la variable naturelle j ;
U;° = valeur de la variable naturelle j au centre dmdine ;
A U; = variation de la variable réelle j associée a vaeation d’'une unité de la variable

codée correspondante.
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En considérant ces variables codées, le domainériemxgntal est défini comme étant le
domaine autour d'un point central (appelé le cemtiiatérét). Il s’agit d'un domaine

sphérique.

L’ensemble des expériences a réaliser est repgéseittpar une matrice d’expérience si I'on
considére les variables codées, soit par un plaxpdrimentation si l'on considére les
facteurs. Dans les deux cas, cela correspond aableau constitué de: N lignes,
correspondant aux N expériences ; et de k colomoesespondant aux k variables étudiées.

Contrairement a la matrice d’expérience, le plaaxpérimentation est directement utilisable

par I'expérimentateur et c’est pourquoi nous wis plus particulierement ce dernier.

Les réponses expérimentales mesurées (notées Y)lI'sdansité de fluorescence et la
stabilité dans le temps du dérivé formé. Ces r&ggomexpérimentales servent a valider le
modéle postulé et lui servent d’entrées pour lewale la réponse prévisionnelle.

Le modéle utilisé dépend du type de probleme étugiénodele doit représenter la réponse
expérimentale étudiée dans le domaine expérimeatiaiérét et permettre d’obtenir une
estimation de la valeur de la réponse étudiée dét§uacceptable. Les modeles utilisés sont
des modeles empiriques, et parmi eux, nous avoiss pgur un modele polynomial du
deuxieme degré. Il établit la relation entre laiatton de la réponse,, et la variation des

facteurs X. Il est de la forme :

N =Bo+BrX1 +BaXz + ...+ BiXk + BraXa’+ BaoXa” + ... + B + Pr2Xa
Xot oo+ Breg kXk-1 Xk
Avec :
k : nombre de facteurs ;
Bo: le coefficient constant ;
Bi, Bi, B : les coefficients des termes de degré 1, desstedr degré 2 et des termes

produit respectivement.

Pour estimer les coefficients de ce modele, noosnsabesoin d'un ensemble d’expériences
bien étendu dans le domaine. La qualité de I'esionades coefficients et de la prévision,

dépend seulement du choix des points expériment®axmi les différentes matrices
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d’expériences existantes, nous avons choisi uneiamade Doehlert car c’est la meilleure

matrice pour le domaine sphérique défini par lesefars (Droesbeket al, 1997).

Pour chaque réponse étudiee (Y), les coefficiefitsB{, Bj) sont calculés en utilisant une
régression multilinéaire. Le calcul a été effecanec le logiciel Nemrod-W (LPRAI,
Marseille, France), développé pour la constructible traitement des matrices d’expériences
(Lewiset al, 1999). Le modeéle est validé par I'analyse dealidaance (ANOVA) en différents
points du domaine. Lorsqu’il est validé, qu’il répente bien le phénoméne étudié dans le
domaine expérimental, le modéle peut étre utilizér prédire en n'importe quel point de ce
domaine, la valeur de la réponse étudiée. Les s&gsoprévisionnelles issues du modéle, sont
représentées graphiquement par des courbes d'swép dans un espace a deux dimensions
et par des représentations en trois dimensionsob@ore de facteurs étant supérieur a deux,
les graphiques sont des coupes d’'une sphére owidnralise la réponse prévisionnelle en
fonction de deux facteurs et ou les autres factsoms maintenus fixes.

[1.6. Introduction aux techniques d’automatisation

Ces derniéres anneées, la demande d’analyses einiera croissant des tests analytiques
nécessaires dans des domaines comme la santé&robgrment et les aliments suscitent la

nécessité de I'automatisation des processus anaggti

L'automatisation peut remplacer l'activité humaiser des taches pénibles et méme
dangereuses pour l'opérateur, fournissant unegoargle reproductibilité puisque l'influence

des facteurs humains est minimisée, et augmerdaritdsse d'analyse, car il est possible de
réaliser un grand nombre d'analyses dans un minideitemps. Les techniques d'analyse en
flux et en microplague permettent également de irédla consommation de produits

chimiques, avec des avantages environnementauroabgiques. Ceci, combiné avec la
disponibilité commerciale des instruments et leanéages économiques a moyen et long
terme dans les laboratoires sont les raisons déalssse de ces systémes d'analyse

automatisés.
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[1.6.1. Technique d’analyse en microplague

11.6.1.1. Généralités sur la technique en micropéaq

La premiére microplaque a été créée en 1952 pdmlkatsky, qui a fabriqué 6 colonnes de
12 puits (soit 72 puits) en acrylique (Mann, 19993pendant, l'utilisation de la microplaque a
véritablement commencé dans les années 1950 lodkmue Liner aux Etats-Unis présente

une version commerciale.

La microplaque est composée de multiples «puitdiség comme petits tubes a essai, utilisés
pour un des trois objectifs: production, stockagenalyse des réactifs et/ou échantillons. La
microplaque est devenue un outil standard dansetdherche analytique et clinique
particulierement dans le dosage immuno-enzymatitest ELISA). Elle a été récemment
utilisée dans le domaine environnemental permiettamuantifier la réactivité des composés
organiques d’échantillons aqueux de matieres oggasi afin d’évaluer quantitativement leur

devenir dans le sol et les impacts environnemenpatentiels (Dudaét al, 2006).

Les microplaques sont fabriquées en différentedecos et matériaux, mais ce sont les
plagues en polystyrene et polypropyléne qui sositpleis utilisées. Le polystyrene permet
d’avoir un format en plastique pratique et bon rharet est réservé principalement pour
I'utilisation des échantillons aqueux ; il n'essp@mpatible avec les solvants organiques et
les acides et bases fortes utilisées dans la satbiimique. Pour ces applications, des

plagues en polypropyléne répondent a ce besoin.

Les microplaques ont évolué au fil des ans en mpah de nouvelles applications et
présentent aujourd’hui de nombreuses variétés dwuefcet fond. Fondamentalement, les
microplaques ont une forme ronde ou carrée et gugpes de puits sont disponibles: fonds
plats, ronds, coniques et a coins arrondis (Figute Les microplaques a fonds plats sont
traditionnellement utilisées pour des applicatiorécessitant une lecture optique car la
transmission de la lumiére est maximale grace &ype de fond. Les fonds arrondis (aussi
appelé fond U) sont les plus efficaces pour un ngdaefficace de réactifs, car ils

reproduisent la forme d'un tube a essai. Les miagues a fond conique (également appelé
fond V) sont adaptées pour la décantation de gatideticules et aussi pour une récupération

efficace de petits volumes d’échantillons. Les foadcoins arrondis (parfois appelé fond C)
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résultent d'une modification de plaques a fondsspllans lesquels on obtient de meilleures
performances dans les applications nécessitant élange de réactifs ou un lavage de la
microplaque. De plus, elles offrent une bonne trassion de la lumiere. Les puits des
microplaques peuvent typiqguement contenir un volwee0,3 a 0,4 ml, en fonction de la

géométrie de la forme et du fond du puits.

, ) Coins
Plai Arrondi Conique Arrondis

Figure 17 : Les quatre géométries de fonds de puittisponibles sur les microplaques:
fonds plats (fond F), fonds ronds (fond U), fonds aniques (fond V), fonds a coins

arrondis avec un fond plat (fond C).

La lecture de la fluorescence en microplaques fésttaeée par des lecteurs a microplagues
(Figure 18). Les principaux composants d'un appadei mesure de fluorescence de
microplaques sont la source d’excitation, lesddtou les monochromateurs, le transducteur

et la cellule de mesure.
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C

Figure 18: Fonctionnement d’'un lecteur microplaque(d’apres la brochure Spectramax,

Geminis XS Molecular Devices).

Un exemple d'un lecteur microplaque est présentédsdi figure 18. Il utilise un
monochromateur d’excitation (A) et un monochromatelémission (B). Le faisceau
lumineux de la lampe (C) est envoyé sur un réseaudiffraction (D) qui permet de
sélectionner la longueur d’onde d’excitation désiréa lumiére transmise par une fibre
optique (E) est réfléchie sur un miroir de focalma (F) et dirigée vers le centre du puits de
la microplaque (G). La fluorescence résultanteamtvsur un miroir de focalisation (H). Aprés
passage par une seconde fibre optique (J), lectrisest dispersé par le réseau de diffraction
(K). Le rayonnement de fluorescence a la longuéumd d’émission choisie est détecté par

un tube photomultiplicateur (L).

[1.6.2. Technique d’analyse en flux

11.6.2.1. Généralités sur les techniques en flux

Les techniques en flux simplifient considérableménttraitement analytique avec des

eéconomies importantes de réactifs et de temps,gitant une grande fréquence des analyses,
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avec la réduction conséquente de main d’'ceuvrecadi@s de I'analyse et de production de
déchets. De plus, ces techniques permettent utisatitin sur site, et ainsi permettent
d’effectuer une analyse en continu tout en supprimias biais dus aux différentes
manipulations nécessaires pour une analyse enakalrer: prélevement, conditionnement,

stockage, transport, prétraitement.

Au cours de ces dernieres années, différents tgebgaid’automatisation ont été développées ;
les différences entre chaque technique proviendena mise en flux du systeme, du mode
d’injection des échantillons et des réactifs, dudende mélange du milieu réactionnel et des
modes de détection. La figure 19 montre les difftyenodules pouvant étre utilisés, suivant
les modes de mises en flux, ainsi que quelques snddeadlétection. Au sein des automates,
I'appareil de détection est considéré comme coapbé chaine de module et n’influence pas
I'appellation de la technique en flux utilisée. Uiste des différentes techniques développées

au cours des années est présentée ci-dessous :

Analyse par injection en flux « FIA »

Analyse par injection séquentielle « SIA»

Analyse par flux multi commuée « MCFA »
Analyse par injection en flux multi seringue «R¥S»

Analyse en flux multi pompe « MPFS »

Le développement de ces techniques de flux peet é&nsidéré en deux étapes bien
distinctes. Dans la premiéere étape, le systeme@gisitontrolé facilement de facon manuelle

uniquement, ce qui correspond aux techniques SFAIAt et dans la seconde étape

l'utilisation des ordinateurs est presque indispbles ce qui répond aux caractéristiques des
systéemes d’analyse SIA, MCFA, MSFIA et MPFS.
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Systemes de mise en flux
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Réacteur a agitation mécanique
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et fluorimétrie)

Spectrométrie d’absorption atomiqule

Potentiométrie

Cellule en flux:

fluorimétrie et spectrophotométrie

Figure 19: Liste non exhaustive des différents modes utilisés pour la mise en flux, I'injection, lenélange et la détection (Vanloot, 2006)
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L’'analyse en flux segmenté « SFA » a été décriteSkeggs en 1957 et est I'une des premiéres
techniques en flux utilisée en laboratoire. Le S#sAun ensemble de tuyaux dans lesquels circulent
I'échantillon et les réactifs. Pour assurer I'hoémgté chimique de l'injection, sans risque de
contamination entre échantillons consécutifs, deléed d'air sont aspirées grace a une pompe
péristaltique et sont introduites dans le systdme.bulles évitent la dispersion de I'échantillon e
facilitent la génération de flux turbulents, afia fhciliter le mélange de I'échantillon et des tié&ac
dans le segment entre deux bulles. Ces bulles mloétee €liminées avant d’atteindre le détecteur.

La figure 20 présente un exemple d’analyse endkgmenté (SFA).

Toutefois, lintroduction de bulles d'air provoquene série dinconvénients tels que la
compressibilité de la phase gazeuse (qui affectagieal) et la faible efficacité de séparation des
phases en ligne. Pour ces raisons, les méthodesoBfFAté progressivement remplacées par des

techniques en flux non segmenté, comme l'analysmjeation en flux (FIA).

peristallic air debubbler

pump
air Detectar

Signal

sample

reagent

wasie

Figure 20 : Exemple d’analyse en flux segmenté (SkAd’aprés Cerda et Cerda, 2009)

A ce jour, la technique la plus utilisée est la FQftte technique développée dans les années 70 par
J. Ruzicka et E. Hansen (1975) est une versiorsagmentée de la SFA ou le probléeme de bornage
des zones réactionnelles est solutionné par unectiéd du diametre des tubulures et par

I'utilisation d’'une valve d’injection (Figure 21).

Les tuyaux utilisés sont généralement en polytéwabéthylene (PTFE) d’'un diameétre inférieur a
1 mm sauf au niveau de la pompe péristaltique. @etmet de réduire la consommation en réactif
et de s’affranchir de I'étape de nettoyage, augargrdinsi la fréquence d’analyse.
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E W Jeciets

L D
N K
R BM 2

Céchets

Bi 1

Figure 21 : Exemple d’analyse avec injection en flu(FIA), avec P la pompe péristaltique, E
I'échantillon, L le liquide vecteur, R un réactif, T un tampon, BM 1 et BM 2 des boucles de

mélange, VI la valve d’injection et D le détecteu(d’aprés Vanloot, 2006).

Compte tenu de la simplicité de la méthode, d&épétabilité et du faible colt du matériel employé,
I'utilisation de la FIA s’est largement répandueymettant ainsi I'automatisation de I'analyse de
différents composées organiques et inorganiqueper@iant, cette méthode, a la fois simple et
rapide, a besoin de grandes quantités de régutifsgue ces derniers servent de fluide vecteur ; de
plus, cette procédure est également peu modul@eke problémes ont en partie été résolus avec le
développement de I'analyse par flux multi commutd€FA). En effet, cette technique est basée
sur l'utilisation d’'une pompe péristaltique et demnnes de commutation au sein d’'un systéme
d’analyse en flux continu comme le montre la fig@2 Ceci permet de réduire fortement la
consommation en réactif puisque, si la vanne eshée (OFF), le réactif retourne dans son
réservoir. Cependant, la méthode comporte un intient majeur, l'utilisation de pompe
péristaltique, ce qui induit une maintenance imgoate du fait de la détérioration des tuyaux par

I'écrasement des galets.
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Figure 22: Exemple d’analyse en flux multi-commutabn (MCFA), avec P la pompe

péristaltique, VC 1, 2, 3, 4 les valves de commutans, E I'échantillon, L le liquide vecteur, R1

et R2 deux réactifs, BM une boucle de mélange, T ywoint de confluence et D le détecteur.
(d’aprés Vanloot, 2006).

Une autre technique basée sur I'injection séquiénties réactifs et des échantillons a été proposée
en 1990 par J. Ruzicka et G.D. Marshall. Cettertiegle appelée SIA, ou analyse par injection
séquentielle est basée sur I'association d’un Byside mise en flux bidirectionnel (pompe, burette
automatique) et d’'une valve de sélection (Figure Raitilisation de burettes automatiques donne
une plus grande modularité, permettant, d’'une patigmenter le nombre de réactifs utilisés, mais
aussi de réaliser une grande combinaison de méagee ces réactifs. Dans cette technique, les
mélanges réactionnels ne sont plus réalisés enrfiais ils sont faits a l'intérieur d’'une boucle de
meélange d’'un volume de quelques dizaines de miesli En revanche, la principale contrainte
vient de la nécessité de recharger la seringuegaitué lorsque celle-ci est vide, ce qui impose un

arrét du flux et entraine une augmentation du tesigsalyse.
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5

Céchets

Figure 23: Exemple d’analyse par injection séquentile (SIA), avec B la burette et sa valve
solénoide de commutation VC en téte de seringue,Echantillon, L le liquide vecteur, R un
réactif, T un tampon, BA une boucle d’attente, BM me boucle de mélange, VS la valve de

sélection et D le détecteur (d’apres Vanloot, 2006)

L’analyse en flux multiseringue (MSFIA) fut propespar Cerd&t al.en 1999. Cette technique est
basée également sur une technique d’injection séiglle. Celle-ci permet d’augmenter la vitesse
des analyses, puisqu’elle constitue un comprondialidntre la souplesse d'utilisation de la SIA et
la rapidité d’analyse de la FIA (Ceréhaal, 1999). Le principe du systeme MSFIA réside dans
I'utilisation d’'une burette automatique multisenigycomposée de quatre seringues, identiques a
celles utilisées en SIA (Figure 24). La buretteomadtique multiseringue est composée de quatre
seringues avec des valves solénoides de commutatiggermettent la mise en flux bidirectionnel
et d'un moteur pas a pas qui bouge les quatrenssties seringues simultanément. Lorsque les
guatre pistons montent conjointement, seules leageees dont les valves sont en position ON
injectent leur liquide dans le systeme en flux. besres seringues, quant a elles, renvoient leur
liquide dans leurs réservoirs respectifs. Ces getervent aussi bien pour I'injection des résctif
et de I'échantillon dans la boucle de mélange, paer I'entrainement des différents fluides

pendant I'analyse.
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Bhd 1 BM 2 B 3
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Figure 24: Exemple d’analyse en flux multiseringue(MSFIA), avec MS la burette multi
seringue et ses valves solénoide de commutations MC 2, 3, 4 en téte des seringues, E
'échantillon, L le liquide vecteur, R1 et R2 deuxréactifs, T un tampon, BA une boucle
d’attente, BM 1, 2, 3 des boucles de mélange, VQuBe valve de commutation, T des point de

confluence et D le détecteur (d’aprés Cerdat al, 1999).

Récemment, une nouvelle procédure basée sur datibn de micro-pompes (MPFS) a été
développée par Lapat al. (2002). Cette technique utilise plusieurs microapes a solénoide qui
jouent le rble de valve de commutation et mettentlex les différents liquides dans le systeme
(Figure 25). L'utilisation de ces micro-pompes petrde faire des montages simples, versatiles et
faciles a manipuler. Le pilotage des systemes rpoltipes permet de contréler le volume dispensé
et le débit de chaque pompe individuellement etiale réaliser différentes procédures analytiques
avec un méme montage. Elles permettent d’'injetéehéntillon et les réactifs dans le flux selon

différentes modalités, de maniére séquentielle @multanée ce qui permet une faible
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consommation en réactif, étant donné que chaquep@alispense sa solution individuellement
(Lima et al, 2004; Goulleet al, 2006).
P1

P2
=3

X T }
L

Figure 25: Exemple d’analyse en flux multi-pompesMPFS), avec P 1, 2, 3 et 4 les micro-
pompes, E I'échantillon, L le liquide vecteur, R1 €R2 deux réactifs, BM 1, 2 des boucles de
mélange, T un point de confluence trois voies, X upoint de confluence quatre voies et D le
détecteur (d’apres Cerda et Cerda, 2009).

Cette nouvelle technique a été couplée a différeatmiques de détections photométriques tels que
la chimiluminescence (Piregt al, 2005; Pireset al, 2006; Morais et al, 2005), la
spectrophotométrie UV-Visible (Carneied al, 2005; Diaset al, 2003; Pongt al, 2006; Limaet

al., 2003; Rebeiroet al, 2005; Carneiroet al, 2002 ; Lopeset al, 2006), la spectrométrie
d’absorption atomique (Lopext al, 2006). Elle a été également intégrée a des udigddraction

en phase solide sur résine (Lopésl, 2006) et membrane (Poesal, 2005; Pongt al, 2006).

Un autre avantage de la techniqgue MPFS est satiliggsguisqu’elle ne requiert pas de boucle
d’injection pour introduire I'échantillon, ni dertgs d’attente pour recharger les seringues. De plus
elle peut étre couplée a des systemes d’'analyflenemultiseringue (Fajardet al, 2007), ce qui

en fait une alternative intéressante d’automatisagn flux, car la combinaison des deux techniques
permet d’avoir de nombreuses qualités telles gompl&ité, précision, rapidité, versatilité, faible

consommation en réactif et faible co(t.
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[1.7. Matériels et Méthodes

[1.7.1. Matériels

[1.7.1.1. Matériel pour les expériences en micrgpks.

11.7.1.1.1. Microplaques

Nous avons employé des microplaques de 96 puitmobstyréne de différentes qualités. Pour les
dosages ou la réaction forme des produits fluorgscenous avons utilisé des plaques en
polystyrene noir de la marque Microfluor® (Thermoiehtific, USA), qui offrent un tres faible
bruit de fond en fluorescence. Les puits sont dméocylindrique a fonds plats (fond F). Pour les
mesures d’absorbance, nous avons principalemdiséuties plagues en polystyréne transparent de
la marque Greiner (Roskilde, Danemark) avec dets guifonds plats (fond F) et un volume de
travail de 25 — 340 L.

[1.7.1.1.2. Instrument de mesure de fluorescence pucroplagues

Nous avons utilisé un lecteur microplaques Inffhik4200 commercialisé par TECAN. Ce lecteur
fonctionne avec une lampe a xénon de type « flaslhimissant des impulsions de lumiere de forte
intensité a intervalles de temps régulier. Il pdssen systeme optique additionnel permettant une
lecture par le dessous du puits. La mesure peetagtimisée en réglant le gain, le nhombre de
flashs, le nombre de lectures par puits et la haule focalisation dans le puits. Le logiciel de
pilotage du lecteur microplaque est «i ControLes données générées par ce logiciel sont

exportées et traitées par Microsoft Exgel

[1.7.1.2. Matériel pour les expériences d’analysdlex.

11.7.1.2.1. Systéme d’analyse en flux

Parmi les différentes techniques d’automatisatiofiex, nous avons choisi la technique combinée

MSFIA-MPFS pour sa robustesse et sa versatilité.
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Les modules multiseringues ont été fournis par ddrifEspagne). Les seringues sont en verre
(Hamilton) de volume variable (1; 2,5 ou 5 ml). a0be seringue est reliée a une valve de
commutation a trois voies, permettant d’aspiredispenser les solutions a travers deux lignes de
flux. La premiere relie la seringue au réservoir siéution, et la seconde relie la seringue au
systeme en flux. L'ensemble seringue et valve esistituée de matériel chimiquement inerte
(PTFE et verre).

% Les tubulures étaient en polytétrafluoroéthyleR&RE) d’'un diamétre interne de 0,8 mm et

externe de 1,6 mm, munies de raccords haute pnedgiohez Omnifit.

% Un réacteur de mélange, une cellule d'extractionneraccord en T réalisés tous le trois en

polyméthacrylate de méthyle ont été utilisés (S L., Espagne).

% Deux boucles d’attente ont été réalisées aveduy@six en PTFE d’'un diamétre interne de 1,3

mm et externe de 1,9 mm, munis de raccords avetadié %2 ” 28 filets.

L La partie MPFS du systeme a été réalisée a I'd@enicropompes (Bio-Chem Valve Inc),
chacune d’'un volume d'éjection systolique d@l2Qes micropompes solénoides sont contrblées
par ordinateur a l'aide d’'un systeme MCFIA/MPFSadlhez Sciware, qui dispose de huit canaux

numeriques de sortie.

% Un ordinateur de contrble, équipé du logiciel Aartalysis 5.0 (Sciware S.L., Espagne) connecté

par une interface RS-232, permet le pilotage dtegys.

11.7.1.2.2. Instrument de mesure de fluorescence panalyse en flux

L’'acquisition des signaux de fluorescence a étésgEm avec un spectrofluorimeéetre Perkin Elmer
LS55 (Boston, USA) équipé d'une cellule de fluxtomnen quartz, avec un trajet optique de 1,5
mm et d’un volume interne de 25, avec une vitesse de balayage de 300 nm / mimestargeur

de fente de 5 nm pour les longueurs d'onde d'dixuit@et d'émission. Le systéme est équipé du
logiciel FL WinLab (version 4.00.02).
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[1.7.2. Réactifs

Les références des produits utilisés pour la ré@dis des réactifs de dérivation pour la détection

des groupements fonctionnels étudiés sont réepée®dans le tableau suivant :

Tableau 8 : Références des produits utilisés poua lconstitution des réactifs

Réactifs Formule brute Pureté Fournisseur| Abréviatons
O-phthalaldéhyde E1s0, > 98% Aldrich OPA
Borate de sodium NB,O7#10H,0 > 99% Fluka
Acide éthyléne diamine
- C10H16N20s - Fluka EDTA
tetra-acétique
Tributylphosphine P(¢Ho)3 > 95% Alfa Aesar TBP
Aminoéthanol GH/NO > 98% Aldrich AE
N-acétylcystéine GHoNO3S > 99% Aldrich NAC
N-(3- > 98%
diméthylaminopropyl)-N’- | CgH17N3*HCI Alfa Aesar EDC
ethylcarbodiimide).
N-Hydroxybenzotriazole §HsN3O >98% Aldrich HOBT
N-(1-naphtyl) éthylene _
o Ci12H14N2.2HCI >99% Aldrich EDAN
diamine
Phosphate de sodium MO, > 99% Fluka
_ . 30%
Acide Chlorhydrique HCI Merck HCI
Suprapur
_ Acros
Hydroxyde de sodium NaOH > 98% _ NaOH
Organics
Cystéine GH/NO,S > 99% Aldrich Cys
Cystine [SCHCH(NH,)CO.H], >99% Alfa Aesar CSSC
Glycine NHCH,COOH > 99% Fluka Gly
Acide Acétique CHCOH > 99% Aldrich
Méthyl tert-butyl éther GH2.0 >97% Aldrich MTBE
N,N-diméthylformamide HCO-N(Ck). - Alfa Aesar DMF
Méthanol CHOH > 99% Aldrich MeOH
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Le pH des solutions est ajusté si nécessaire pat djacide chlorhydrique (HCI) et d’hydroxyde de
sodium (NaOH) & 0,1 ou 1 mol'LLes modalités de préparation des solutions i@autiles seront

présentées plus en détail dans les procéduresidattin de chaque groupement fonctionnel.

11.7.3. Méthodes et procédures

[1.7.3.1. Amines primaires et acides aminés

11.7.3.1.1. Méthode

La méthode proposée est basée sur la réactionrtatd# du groupement amine (MHavec |'o-
phtaldialdéhyde (OPA), en présence d'un thiol (Mtglecystéine (NAC)) en milieu alcalin,
permettant de former un dérivé fluorescent (isoi@d¢figure 26), quantifiable .= 335nm et
Aenr= 455nm (figure 27). Cette méthode permet d’aralges composeés tels que les acides aminés
(glycine, valine, tyrosine.), des amines primaires (aminoéthanol, éthylamingylamine...) et
des amines biogénes (spermidine, putriscine ...Jeatpdmer les résultats en équivalent-glycine.
Cette méthode permet aussi la détection de l'ammmoniraison pour laquelle la procédure
comprend deux parties, la premiére permet la détatiran des amines primaires et acides aminés,

et la deuxiéme partie qui permet la quantificatiel’ammonium.

5-R
P CHO =
RSH +
+ H;N-CH,-CH,-OH ———* N-CH,-CH,-OH + 2 H,O
CHO
Thiol OFPA Amine/Acide aminé Dérivé isoindole

Figure 26: Réaction de dérivation des amines ave©IPA en présence d’un thiol
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Figure 27 : Réponse spectrale du dérivé fluorescebt\en= 455NM Qexc= 335nm).

[1.7.3.1.2. Procédure

La procédure de détermination des composées areinds 'ammonium est effectuée a l'aide
d’'une unique solution réactionnelle (OPA-NAC). Naasons préparé une solution mixte borate
(50mM)-méthanol (70/30 %) d’OPA-NAC équimolaire i¢@nol.LY) & pH 10,8. Ce mélange est
préparé préférablement 4 heures a I'avance et &tadkabri de la lumiere, afin de réduire l'auto
fluorescence de la solution. Une fois la solutio@te, 100 pl d’échantillon (filtré et dilué si
nécessaire) sont additionnés au puits, puis 5@ phélange OPA-NAC sont ajoutés a I'échantillon,
une période d’incubation avec agitation pendantriutas est nécessaire afin de bien mélanger. Au
bout de 6 minutes l'intensité de fluorescence esgturée, permettant de déterminer la concentration

d’ammonium de I’échantillon.

La procédure globale pour la détection des amiees constituée de deux étapes (Figure 28). Au
cours de la premiere étape, la concentration a®m lammonium sera calculée par mesure de
l'intensité de fluorescence &= 485nm fe= 415). Puis, au cours de la deuxiéme étape, les
concentrations en amines et ammonium présentsl’dahantillon seront quantifi€esig,= 455nm
(Aex= 335 nm). Afin de déterminer la concentration Ieéeles amines dans I'échantillon, nous

utiliserons I'’équation suivante, qui a été adapi&doneet al. (2002) :
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[NH,Jum = 2 =B "R =4
(S - R/ Gy

X(AR, - R,)

_ AG
AS

A

Op = Intensité de fluorescence de 'OPA-NAC avec l&ufilon

Bo = Intensité de fluorescence de I'échantillon saRADIAC

Ro = Intensité de fluorescence de 'OPA-NAG& = 455nm Je,= 335)

Go = Concentration de 'amine standard (Glycine 10uM)

So= Intensité de fluorescence de I'amine standagl & = 455nm fe,= 335)
Ao = Quantité de N en intensité de fluorescence avec OPANAG & 455nm
ACo= Concentration de NH calculé avec TOPANAC &cy, = 485nm fe= 415)
AS, = Concentration de I'ammonium standard @NH0pM)

AR = Intensité de fluorescence du NHstandard (A§ aiem = 455nm K= 335)

v

Borate/MeOH + Echantillon (Oy)
OPA-NAC + Echantillon (By)
OPA-NAC + Eau (Ry)
Glycine (10uM) (&)

NH," (50pM) (ARo)
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Figure 28: Procédure en microplaque pour la déteabn d’amines et d’ammonium

[1.7.3.2. Thiols
11.7.3.2.1. Méthode
La méthode proposée est basée sur la réactionrfatesn du groupement thiol (RSH) avec I'O-

phtaldialdéhyde (OPA), en présence d’'une aminen@éthanol), en milieu basique, permettant de

former un dérivé fluorescent (isoindole) (Figurg,2fuantifiable et spécifiquem= 445nmAgx =
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335nm (Figure 30). Cette méthode permet d’analgles composés tels que le glutathion, la
cystéine, le 2-mercaptoéthanol, I'acide 3-mercamopnique, la N-acétyl-cystéine, la coenzyme A
et d’exprimer les résultats en équivalent-cystéiba. méthode a également été étendue aux

composeés a ponts disulfures (thiols oxydés).

SR
_-CHO -
RSH +
+ HyN-CH,-CH,-OH —— N-CH,-CH,-OH + 2 H,0
CHO
Thiol O-phtaldialdéhyde Aminoéthanol Derive isoindole

Figure 29: Réaction de dérivation des thiols aveddPA en présence d’'une amine primaire

Intensité de fluorescence (u.:
~
3

- e e e e e e, e, . —-————- -

0 T T
350 400 450 500 550

Longueur d’onde d’émission

Figure 30 : Réponse spectrale du dérivé fluorescebt\en= 445NM Qex= 335nm).

Du fait des deux formes de thiols (réduites et @eg] présentes dans I'environnement, la
procédure de la méthode proposée pour la détediésnthiols est réalisée en deux parties : la
premiere partie va permettre de détecter les thiadsiits et la deuxieme partie va permettre de
deétecter les thiols totaux, la difféerence entreolthiréduits et thiols totaux nous donne la
concentration en thiols oxydés (ponts disulfuresthiols complexés par les métaux) dans
I'échantillon : [RSHyyded = [RSHotaud - [RSHeauid
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11.7.3.2.2. Procédure

La procédure globale réunissant les conditionsatpies optimales pour la détermination de thiols

réduits et thiols totaux en microplaque est pré&eedans la figure 31.

Etape de _ 1 23456 78 9101112
réduction {Borate/TBP-DMF+Echantlllon IS19101010)010)0010]0
, ®OOOOOEEEOEO®
Borate/MeOH + Echantillon le @ @ @@ ® @@ ®® ® ®
Etape de OPA-AE +Echantilon i © @ @ 00 © @@ @ @ @
dérivation OPA-AE + Eau || FOIOIOIOICIOIOIOIOIOIO)
0000000000
0000000000
00000000

000O0O®O®0O

O
o
o

Figure 31 : Procédure en microplaque pour la détea@in de thiols totaux

La procédure utilisée pour la détection des thimfaux ([RShbtaud = [RSHoxyded + [RSHequird) st

développée de la fagon suivante :
11.7.3.2.3. Etape de réduction

Dans cette étape, la solution réductrice de TB® (afhol.L'Y) préparée dans le DMF est ajoutée
apreés la solution tampon de borate (100 mniglpH=8,2) & I'’échantillon. La solution tampon va
contenir aussi l'agent chélateur (EDTA) qui va eoi¥ I'oxydation des thiols réduits et va

permettre de complexer les métaux pendant la riéshuavec le TBP.

La réduction est faite directement dans la micrgyéa Les volumes utilisés pour cette étape sont :
200p! échantillon (filtré et dilué si se nécessaire

10p! Solution borate (100mM, pH 8,2) / EDTA [0.1nof]

10p! Solution Tributylphosphine dans le DMF [200mmd]

Aprés 10 minutes d’agitation a une températuresfix@8°C, 15ul sont prélevés et ajoutés dans un

deuxieme puits afin de faire la dérivation avedH®AE (étape de dérivation).
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11.7.3.2.4. Etape de dérivation

Dans cette étape les réactifs de dérivation qué lsBphthalaldéhyde (OPA) et I'aminoéthanol

(AE) sont préparés de la fagon suivante :

« Solution AE : 26 mmol.l! avec 10 mmol.! EDTA dans borate de sodium 50 mmdi.L
(pH=9,5)

« Solution OPA : 116 pmol.L dans du méthanol (43%)

Afin de mesurer l'intensité de fluorescence du pibsoindole formé, on ajoute dans chaque puits

des solutions contenant:

15uL Echantillon (pris dans le puits de réduction)
155uL Solution AE
130uL Solution OPA

L’'ordre d’ajout des solutions doit strictement étespecté (1. Echantillon, 2.Aminoethanol, 3.
OPA). Au bout de 5 minutes d’agitation et d’incubat l'intensité de fluorescence est mesurée a
445 nm, aprés excitation a 335 nm.

[1.7.3.3. Acides carboxyliques a chaine courte

11.7.3.3.1. Méthode

Le principe proposé pour la détection des compoaésoxyliques comporte plusieurs étapes. La
premiére étape permet l'activation du carbone pblegroupement —OH avec une carbodiimide
(N-(3-diméthylaminopropyl)-N-éthylcarbodiimide (ED)QFigure 32).

o H I CH,

v ~y . _ _ cH,
CHAC +  CH,CH,N=C=N-CH,-CH,-N ——— CHCH,-N=C-NH- CH, - CH,~N_
S e : CH,
o 3 0
Acide Acétigue EDC CH,-C '\\

4]

Figure 32. Activation du carbone portant le grouperent -OH de l'acide acétique avec le N'-(3-

diméthylaminopropyl)-N-éthylcarbodiimide (EDC)
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Cette réaction donne lieu a la formation d’un pibohiermédiaire active, qui réagit ensuite avec un
deuxieme réactif d’activation (N-hydroxybenzotrikzadHOBT) et avec une amine fluorescent N-
(1-naphtyl) éthylene diamine (EDAN) formant ainaiproduit fluorescent (Figure 33).

H=CH, =CH,=NH, p

CH,
CHCH-N = G-NH-CH=CH =N —
) Nl T if’ :
= CH- - H-CH. -CH.-NH-C -CH,
o O‘
EDAN -
- #CHy

+ CH, CH,-NH-C_NH-CH,-CH,.N_
0 CH,

Figure 33 : Dérivation avec EDAN (N-(1-naphtyl) étlylene diamine) de I'acide acétique pre-

activé. Le produit résultant de cette réaction estin dérivé amidé fluorescent (encerclé)

Aprés cette étape d’amidation, une étape d'extractiquide-liquide du dérivé formé avec le
methyl tert-butyl éther (MTBE) est nécessaire, afin d’élimidexces d’EDAN qui masque la

fluorescence du dérivé formé détecta395 nm fex= 335nm) (Figure 34).
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Figure 34 : Réponse spectrale du dérive fluorescebtAen= 395nm fex= 335nm).

Cette méthode a été appliquée a un grand nombcalebacarboxyliques détectables dans les
échantillons environnementaux aqueux. Les résultdenus ont permis d’établir que cette
méthode répond uniquement en présence des peatissaarboxyliques (C2-C5) tels qu’acétique,
propionique, butyrique et valérique, ce qui renttecenéthode spécifique pour la détection des

acides gras volatils (AGV).
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[1l.1. Détermination des amines primaires et acideamines par automatisation

en microplaque avec détection par fluorescence

I11.1.1 Présentation des paramétres influengant ladérivation et la détection des composés

aminés

D’aprés I'étude bibliographique réalisée sur laivd#ion des composés aminés avec I'OPA (cf.
Chapitre II), difféerents facteurs peuvent influenda formation et la stabilit¢ des composés
isoindoles fluorescents résultant de la réactioneeles composés aminés et I'OPA en présence
d’un thiol. Afin de connaitre les facteurs les pinffuents pour la dérivation, une étude de criblag
a eté effectuée avec trois thiols difféerents (met@@thanol (ME), acide 3-mercaptopropionique
(MPA) et N-acétyl cystéine (NAC)) de maniére a sirde thiol le plus approprié pour la dérivation
et la détection des amines. Cette étude de crildaggrend 5 facteurs, avec 2 ou 3 niveaux pour
chacun d’eux, présentés dans le tableau 9. Largly@iété choisie comme amine de référence du

fait de son ubiquité dans I'environnement.

Tableau 9: Domaine expérimental pour le criblage defacteurs influencant la dérivation des

amines avec 'OPA

Facteur Nombre Niveaux Niveaux
0,5 mM
[OPA] 2 1.5 mM
8
pH 2 11
. . 5mn
Tps réaction 2 15 mn
2/1
OPA/Thiol 3 1/1
1/4
500/1
OPA/Amine 3 1000/1
2000/1

Les graphes de la figure 35 montrent que l'augntiemtale la concentration d’OPA [1,5 mmofL

accroit fortement la réponse de la glycine en m@&sales trois thiols étudiés. D’autre part, on
observe que la réponse obtenue avec le mercaptoéihdE) diminue en fonction du temps et est
plus dépendante d’'un changement de pH, ce qui comgdrla stabilité du dérivé formeé, et qui

permet d’exclure le ME des choix.
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MPA NAC

[OPA]
0.5 mM
1.5 mM
pH
&
11
Tps réaction
15
OPA/Thiol
21
11
174

OPA/Amine
50001

100041
200001

Figure 35 : Résultats du criblage effectué afin di@dier les facteurs pouvant influencer la
formation et la stabilité du dérivé isoindole pourchaque thiol analysé.

Ces résultats nous permettent d’établir que polNAE et le MPA la réponse reste stable et ne
varie pas en fonction du temps, ni par changememHtl ni par le rapport OPA/thiol qui a peu
d’'influence sur l'intensité de fluorescendgeci implique que les conclusions obtenues pour les
réponses du MPA seront les mémes que pour lessépatu NAC. Ceci peut étre confirmé par la

corrélation de réponses montrées dans la figure 36.

y =1,1076x+ 32,146
R =0,9826

0 100 200 300 400 500 600 700

Figure 36: Corrélation entre les valeurs MPA et NACobtenus apres I'étude de criblage
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Comme les réponses obtenues avec les deux thlelgis@nés sont similaires, nous avons choisi
de travailler avec le thiol le moins toxique etnt®ins odorant, et pour cela le NAC est le plus

approprié des thiols.

Le plan de criblage effectué a permis de constaterle seul facteur influencant la réponse obtenue
pour la dérivation de la glycine par le NAC esttncentration d’OPA. Il est donc inutile ici de
mettre en place un plan d’expérience pour l'optatis des conditions opératoires : les réponses
maximales pour la dérivation de la glycine en pnésade NAC vont étre obtenues en travaillant en
exceés d'OPA (<1500 pmol1), dans une gamme de pH comprise entre 8 et 1t,avéemps de
réaction de 5 minutes et un ratio OPA:thiol compnsre 2 :1 et 1:4. Ces différents parametres vont

étre mis en ceuvre afin de développer la méthodmsieage des amines primaires et acides aminés.

[11.1.2. Etude de sélectivité

Avec les conditions opératoires précédemment obtenqui permettent de former un dérivé
isoindole présentant un signal de fluorescencecéd¢stable, on a effectué une étude de sélectivité
avec des acides aminés, amines primaires et bopggi(Figure 37) les plus souvent rencontrés

dans les échantillons environnementaux.
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Figure 37 : Fluorescence des isoindoles formés p& dérivation (OPA-NAC) de différents

composés aminés (_ Acides aminés Amines biogénigques Amines primaires)
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Les résultats obtenus et présentés sur la figuren8dtrent le pourcentage de lintensité de
fluorescence par rapport a la glycine (%lF = 10@p chcides aminés, amines primaires et
biogéniques. Ceci permet d'établir qu’'une grandesdiité d’amines peut étre détectée par cette

méthode.

[11.2.3. Etude des interférences

Une étude des interférents potentiels pour la phaeanalytique développée a été réalisée. A cette
fin, nous avons effectué la détermination de laigly au sein de plusieurs mélanges contenant
chacun un élément potentiellement interférent. €éments ont été choisis en tenant compte de

leur possible interaction avec I'amine, 'OPA ouhel utilisés pour la dérivation.

Les résultats obtenus lors de la dérivation avedii#érents mélanges seront comparés a la mesure
réalisée sur une solution contenant seulement déy¢ine. Pour les différents mélanges réalisés,
les conditions expérimentales de dérivation uglsséont été analogues a celles décrites
précédemment. La concentration en glycine utilia®s tous les mélanges a été fixée a 1 pol.L

Les différents résultats obtenus sont présentésldaableau 10.

Tableau 10 : Effets de différents éléments interf@nts sur la fluorescence du dérivé isoindole.
([OPA] = 1,5 mmol.L™, [NAC]=3 mmol.L™, pH=9,5)

Qonce[]tratlons % Intensité de
mterfere_rlltes Fluorescence
[mg.L™]
Glycine (1uM) 0 100
Al%* 2 91,0
Se (IV) 1 98,2
Fe (Il 5 96,8
Fe (1) 1 83,8
cu* 10 99,4
Mn* 10 91,4
zZn** 10 100,2
Ni 0,5 96,6
cd 0,5 98,6
Mg~* 25 99,4
ca’ 100 103,0
Na** 100 101,0
K* 100 101,6
PO~ 1 99,0
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COs 10 99,0
NO, 5 95,2
NO; 50 100,2
SO* 250 95,8
NH,* 1 199,6

Les résultats présentés dans le tableau 2 mettentidence I'interférence de I'ion ammonium dans
la méthode de détection proposée. Ceci impliqueelzessité d’éliminer I'ion ammonium afin de

guantifier la concentration réelle en amines dathantillon.

[11.1.4. Caractéristiques opérationnelles de la métode pour la détection de composés aminés

et de 'ammonium.

Du fait de la réactivité¢ de l'ion ammonium avec reotréactif OPA-NAC, nous avons testé
différentes meéthodes d’élimination des ions ammuosiu (résines eéchangeuses d’ions,
membranes...) mais pour chacune de ces méthodessted#s amines étaient éliminées

concomitamment.

Nous avons donc décidé de quantifier lammoniunas&pent, puis de déduire la concentration en
amines par calcul de la difféerence de réponse abtéa réponse donné sur la mesure des amines

totales (amines + ammonium quaternaire) et celleral® sur la mesure des ions ammonium.

Une étude bibliographique a permis d’identifierféiéntes méthodes permettant de détecter
'ammonium par fluorescence. Ces méthodes sontebasédr la réaction de dérivation de 'OPA
avec des composés soufrés tels que les ions syl@iteun-Tinget al, 2005) le thioglycolate (Mana

et Spohn, 2000), le 2-mercaptoéthanol (Poulin detrer, 2007) la N-acétyl-cystéine (Meseguer-
Lloret et al, 2005).

Des essais ont été effectués pour chacune de ¢hsdaé, mais c’est la réaction OPA-NAC-NH

qui a attiré notre attention ; tout d’abord parcéelie ne nécessite pas de temps de réaction longs
contrairement a la méthode avec les ions sulfiteavec le mercaptoéthanol, et d’autre part car le
composé isoindole formé est détecté par fluoresc@ndes longueurs d’onde pour lesquelles les
isoindoles formés avec les autres composés amiimésrferent pas.

En effet, le mélange OPA-NAC en présence d’ammorfime un dérivé isoindole détectable par
fluorescence aem = 460 Nnm Xex= 335nm), qui interfére avec la mesure des amihgs<455nm ;
Lex= 335nm). Cependant, le composé isoindole formé Al peut aussi étre détecté.g, = 485
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nm (ex= 415), la fluorescence du dérivé étant stablesarminutes de réaction. Comme on peut
'observer dans la figure 38, a cette longueur d&re dérivé isoindole formé avec la glycine ne

fluoresce pas.

600 -

400 -

200 A

Intensité de Fluoresnce (u.a

0,4H_._gq—:l:q=l:§:l:§:l:*¢§:l:qzlzq=l—_—.‘

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps (min)
—e— NH4+ 40umol.L-1 —a— Gly 100pmol.L-1

Figure 38: Cinétique de stabilité du dérivé isoind® en présence de NI et de glycine
& hem = 485 NM {e= 415 NM)

Grace a cette propriété de la méthode OPA-NAC, mmus/ons nous servir d'un seul puits de
microplague et ainsi du méme échantillon pour détetes composés aminés ainsi que l'ion
ammonium interférent. En effet, comme nous l'aval&nontré avec I'étude de criblage, la
dérivation OPA-NAC avec des composés aminés présdas gammes de pH, [OPA], ratio
OPAV/thiol tres grandes tout en conservant une bestatglité du dérivé et un signal de fluorescence
important. L'amplitude de ces gammes permet dontlider les mémes paramétres opérationnels

pour les composés aminés et I'ion ammonium.

Les conditions optimales pour la dérivation de Paomium ont été discutées dans une étude
effectuée par Meseguer-Lloret al. (2005). Cette étude a démontré que le pH etile GPA/NAC
sont trés influents dans la dérivation de 'ammanilD’apres leurs résultats, ils ont proposé des

valeurs optimales de pH ainsi que du ratio OPA/Ns€pectivement égales a 10,8 et 1:1. Nous
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avons réalisé des tests en microplaque d'apréscaeditions opératoires afin de quantifier la
concentration en ammonium au sein d'un mélangeirgyH;". Les conditions opératoires
utilisées ont été: [OPA] = 3 mmol*. [NAC] = 3 mmol.L*, avec un pH de 10,8. Les premiers
résultats ont montré que le signal de fluorescelcgérivé formé avec Nf décroit rapidement au

bout 3 minutes de réaction (Figure 39).
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Figure 39: Stabilité de fluorescence du dérivé ammmium formé a hen= 485nm. [OPA] = 3
mmol.L™?, [NAC] = 3 mmol.L?, pH : 10,8

Afin d’obtenir un isoindole plus stable, nous avajsuté du méthanol dans le mélange réactionnel.
Les résultats obtenus et présentés dans la figuneedmettent de voir que la stabilité du dérivé

augmente avec I'augmentation du pourcentage deameéflians le mélange réactionnel, mais que
l'intensité de fluorescence diminue. Le signal Werescence du dérivé est stable pendant plus de

30 minutes avec un pourcentage de méthanol de 30%.
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Figure 40 : Influence du pourcentage de méthanol de la stabilité du dérivé-ammonium a
Aem=485nm. [OPA] = 3 mmol.L*, [NAC] = 3 mmol.L™?, pH : 10,8

Malgré la perte de sensibilité de la méthode, nawens décidé de garder ce pourcentage de
méthanol qui donne une bonne stabilité du dérivébaut de 6 minutes Ainsi les conditions
optimales de dérivation des composés aminés éamenonium sont : [OPA] = 3 mmol1, [NAC]

=3 mmol.L*, pH = 10,8 en présence de 30% de méthanol.

Il est tres important de remarquer que dans leglitons précédentes (donc en présence de
meéthanol a 30%) et &.,=455nm, le dérivé formé avec la glycine présent teés bonne stabilité
en fonction du temps, ce qui permet de mesurdehisité de fluorescence aprées la premiere minute
de formation du dérivé ; par contre, la linéaritéd#rivé formé avec 'ammonium est limitée par la
stabilité de l'isoindole formé (Figure 41). En effaprés avoir fait une étude de la linéarité en
fonction de la stabilit¢ de 'OPA-NAC-NA & Aenr=455nm, nous avons remarqué que pour la
formation du dérivé ammonium la linéarité et lasikiiité diminuent rapidement (Figure 42). Par
conséquent, nous avons décidé de fixer le tempsere de lintensité de fluorescence de la
valeur d’intensité de fluorescence (dérivé form@&cala glycine + dérivé formé avec BhHa
Aerm=455nm) a 3 minutes, afin d’éviter des erreurs daugiation de gquantification des composés

aminés présents dans I'échantillon.
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Figure 41: Cinétique de stabilit¢é du dérivé isoind® en présence de Ni et glycine
alem = 455 NM fe= 335 NM)
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Figure 42: Evolution des droits d'étalonnage du dévé ammonium a ker= 455 nm
(hem = 335nm) [OPA] = 3 mmol.L}, [NAC] = 3 mmol.L?, pH = 10,8
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[11.1.5. Caractéristiques analytiques

Cette étude permet de définir le domaine de lit€aainsi que les limites de détection et de

guantification de la méthode pour la détectiona@maposés aminés et de I'ion ammonium.

L’étude a tout d’abord éte effectueéama~=455nm sur les composés aminés et I'ion ammoniuis pu
dans un deuxieme temps sur I'ion ammonium seM,&#485nm. La courbe de calibration a été
réalisée sur des solutions contenant des condensatroissantes en glycine (Figure 43) ou en
ammonium. On a ainsi obtenu un domaine de linéapiiés'étend jusqu’a 50 pmoliLavec un
coefficient de détermination particuliérement satimnt (R = 0,9958) pour la glycine et jusqu’a
500 pmol.I* (R?= 0,9973) pour I'ammonium (Figure 44).
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Figure 43 : Courbe d’étalonnage de la glycine au hub de 3 minutes de réaction aem = 455nm
(hex= 335 Nm)
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Figure 44: Courbe de linéarité de 'ammonium au botde 3 minutes de réaction aem = 455
NM (Aex= 335 nmM)

Par ailleurs, le calcul de la limite de détectia®) et de quantification (LQ) de la méthode a été
réalisé selon les méthodes proposées par TAFNG@RE)L La LD et LQ ont été calculées sur 10
dosages de solution de concentration nulle en tndlgs résultats obtenus sont représentés dans le

tableau 11 pour les composés aminés et 'ammonium.

Tableau 11 : Limites de détection et quantificationde la procédure fluorimétrique pour la
détermination de composés aminés et ammonium By, = 455nm fe= 335nm). [OPA]=
3mmol.L™, [NAC]= 3mmol.L™, pH=10,8

Glycine Ammonium
Domaine de linéarité (umol) 0,123 - 50 3,15 - 500
Limite de détection (umol:t) 0.0369 0,944
Limite de quantification (umol.f) 0,123 3,15
Coefficient de corrélation @R 0.9977 0.9966
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La méthode de détection de 'ammonium a 485 nmeptésune tres bonne linéarité (Figure 45) et
un domaine qui s'étend jusqu'a 200 pmdiavec un coefficient de détermination particuliéeam

satisfaisant (R= 0,998). Un résumé des caractéristiques analytigaeprésenté dans le tableau 12.

2000
1800 -
1600 -
1400 -
1200+ y = 9E+06x
1000 - R°=0,998
800 -
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Intensité de Fluorescence (u.

400 - *

200 A *

0 T T T T
0,0E+00 5,0E-05 1,0E-04 1,5E-04 2,0E-04

Concentration en ammonium (moI.ILl)
Figure 45: Courbe d’étalonnage de I'ammonium au bou de 6 minutes de réaction a

Tableau 12 : Caractéristiques analytiques de la p®dure de détermination de 'ammonium a

Ammonium
Domaine de linéarité (umoll) 0.655 - 200
Limite de détection (umol:}) 0.197
Limite de quantification (umol.b) 0,655
Coefficient de corrélation @R 0.9979

[11.1.6. Validation de la méthode

[11.1.6.1. Validation de la procédure de dosage cle®poses aminés

La méthode de référence généralement employée lgoutosage des amines est basée sur

I'utilisation de la ninhydrine (2,2-dihydroxyindah3-dione). Cette méthode est cependant difficile

a mettre en ceuvre, avec des temps de réactioniveet@nt longs et des conditions opératoires
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nécessitant de chauffer le milieu réactionnel &9 'autre part, les caractéristiques analytiques d
la méthode sont plus faibles que celles obtenuedapméthode a I'OPA. La validation de la
procédure analytique développée a donc été efiegbaé la méthode des ajouts dosés sur des
échantillons réels variés. Pour cette validatioes slolumes connus d’'une solution standard de

glycine (10 pM) et d’ammonium (50 pM) ont été agmia des extraits aqueux de sols et composts.

Les extraits aqueux de sols et composts ont égnobta partir de 20g d’échantillon sec mélangés
avec 40 ml d’eau ultra pure. Ce mélange est agitélant 15 minutes a température ambiante. La
solution est ensuite centrifugée a 12000 rpm pentaminutes. Le surnageant est filtré et recueilli

dans un flacon en verre brun. Le protocole pouttdtection des amines et de 'ammonium a été
appligué en microplaque avec une dilution par dées sols, par dix pour le compostl et par 200

pour le compost2.

Les résultats obtenus (Tableaux 13 et 14) montreatbonne adéquation avec les concentrations
des standards ajoutées, principalement dans lean#ltdns de sols (faible coloration des

échantillons). Par contre les échantillons de catgpprésentent une tres forte coloration et une
importante autofluorescence, due probablement présence de substances humiques, ce qui
explique I'effet de quenching sur I'intensité dediescence du dérivé formé. Ce type d’échantillon

nécessite donc une dilution plus importante.

Tableau 13: Détermination de I'ammonium dans difféents échantillons arem = 485 nm
(Aex= 415 nm).

Concentration NH;" dans les sols
(uM) avec OPA-NAC a hem =
485nm

Echantillon Avant I’addition Apres I’additign Différence %,NH 4i’

de NH, 50 uM NH,4 (UM) détecté
Sol 1 0 49,5 49,5 99
Sol 2 2,6 51 48,4 96,8
Sol 3 0 48 48 96
Sol Traité 185 233 48 96
Compost 1 140 160 20 40
Compost 2 22 67 45 90
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Tableau 14 : Détermination des composés aminés dadiéférents échantillons akem = 455 nm

(hex= 335 Nm)
Concentration Glycine dans les sol
(uM) avec OPA-NAC a hem =455
nm
£ . Avant I'addition | Apres l'addition | Différence % Glycine
chantillon . . - ,
de Glycine 10puM Glycine (UM) déetecté
Sol 1 0,9 10,4 9,5 95
Sol 2 1,63 10,8 9,17 91,7
Sol 3 0 9,6 9,6 96
Sol Traité 51 14,3 9,2 92
Compost 1 112,6 114 1,4 14
Compost 2 3 11 8 80

La procédure développée permet donc de détecterfaildes concentrations d’amines et

d’ammonium grace a un protocole simple, rapidgétiique, adapté a la technique de mesure en

microplaques.

111.1.6.2. Validation de la procédure de dosagdéi”

Afin de valider la procédure analytique proposéerpa détection de NH en microplaque avec le

réactif OPA-NAC a\.,=485nm, nous avons comparé les résultats obtemuesiéchantillons réels

avec une meéthode de chromatographie ionique.

L’ensemble des modules de la chromatographie ieni@ionex - ICS3000) est piloté par le

logiciel CHROMELEON (Dionex, version 6.80). Les clitions opératoires utilisées pour le

dosage de 'ammonium sont précisées ci-dessous :

Elution isocratique : 70% A / 30%B

Pression (colonne) : 1124 psi

Température : 40°C

Débit : 1 ml/min
Eluant :A : HO

B : 100 mM Acide méthanesulfonique

Temps rétention NI : 6,7 minutes

Détecteur conductimétrique : Conductivity dete@anex
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Suppresseur électrochimique : CSRS-Ultra 4mm
Colonne : lonPac CS16 (5%x250 mm)
Colonne de garde : lonPac CG16 5x50 mm

Neuf échantillons ont été analysés au cours de eetidation. lls sont constitués de boues de
station d’épuration et de boues de méthanisaties. dchantillons de boues ont été centrifugés et

filtrés sur un filtre en polyéthersulfone (PES)3J@ um de diametre de pores.

La droite de régression (Figure 46), établie ené® résultats obtenus par la méthode de
guantification de 'ammonium A.,=485nm en microplaque et ceux obtenus par la méttled
référence (chromatographie ionique), présente engepres proche de 1, ce qui montre une bonne
justesse des résultats obtenus par la méthodeoggés. Le coefficient de corrélation obtenu de

0,9901 pour la détermination de 'ammonium est sagsfaisant.

8,0E-04 |
y =1,003x
R2 = 0,9901 *
6,0E-041
‘T'_! *
S . .
£
—
T
L 40804
O
o
T
2,0E-041
L 4
0,0E+00 ‘ ‘ : :
0,0E+00 2,0E-04 4,0E-04 6,0E-04 8,0E-04

OPA-NAC [NH4"Tmol.L™

Figure 46 : Droite de corrélation entre les résultts obtenus par la méthode proposée et ceux

obtenus par chromatographie ionique.
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[11.1.7. Conclusion

La méthode analytique développée pour la déterimomates composés aminés en microplaque
avec détection par fluorescence offre des avantaggsficatifs par rapport aux procédures
classiques de détection des composés aminés,gaiecient des amines primaires et acides aminés
libres dans les extraits aqueux. La mise au pduimiedméthode spécifique pour la détection de
'ammonium a permis de s’affranchir des problemesgjdantification des composés aminés géenérés
par la présence de I'ammonium, et l'utilisation r’seul puits pour la quantification des deux
composés fait que la méthode proposée est singuler et spécifique et adaptée a la technique de

mesure en microplaques.
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[11.2. Mise au point d’'un kit microplaque pour la d étection fluorimétrique des

thiols.

[11.2.1. Présentation des paramétres influencant lalérivation et la détection des thiols.

[11.2.1.1. Optimisation de I'étape de dérivation

Les études bibliographiques sur la formation estibilité de composés isoindoles fluorescents
résultant de la réaction entre les composes teblXOPA (cf. Chapitre 1) ont mis en évidence
l'influence de différents facteurs. Ces parameésmd les suivants:

» Concentration en OPA

» Pourcentage de solvant organique dans la solution

» Structure de 'amine

* pH de dérivation

e Temps de réaction

* Ordre d’ajout des réactifs

* Ratio OPA : Thiol

* Ratio OPA : Amine

L’étude de ces paramétres (notés X) s’est faitderrx temps. Dans une premiére étape, un plan de
criblage des différents facteurs a été entrepiis @& mettre en évidence les facteurs les plus
influents sur lintensité de fluorescence et labiit® du composé isoinddiebtenu (réponses du

plan, notées Y), en présence de différents thizdsms une deuxieme étape, un plan d’expériences a
été appliqué afin de déterminer la valeur optin@er chaque paramétre établi dans le plan de
criblage. L'utilisation des plans d’expérience petnd’étudier les systemes par une approche

multivariable (cf. chapitre I1).

[11.2.1.1.1. Plan de criblage

Pour évaluer I'influence des facteurs énoncés ssdle un plan de criblage a 8 facteurs (avec 2 ou

3 niveaux pour chacun d’eux) a été établi. Le domal’étude (gamme étudiée en fonction des

! Le dérivé isoindole est considéré comme stabkosiintensité de fluorescence ne varie pas deq8us% en 30
minutes.
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facteurs testés) est représenté dans le tableal'ibfuence des facteurs a été appliquée a
différents thiols : glutathion (GSH), cystéine (QY%cide 3-mercaptopropionique (3MPA), qui
sont les principaux thiols trouvés dans les difi&eompartiments de I'environnement. Cette étude
a été élaborée en collaboration avec le profedgthielle SERGENT de I'Institut des Sciences

Moléculaires de Marseille (ISM2) de I'UniversitélP&ézanne

Tableau 15 : Domaine expérimental du plan de cribige pour I'analyse de facteurs influant la

dérivation de thiols.

Nombre )
Facteur _ Niveaux
Niveaux
1 25 %
A % H,O
2 75 %
1 10 mmol.[}
B [OPA] .
2 100 mmol.C
1 Aminoéthanol

Tributylamine

C Amine (TBA) / Butylamine

(BA) / N-Acetyl-L-
Lysine (NALL)

1 8
D pH
2 10
_ 1 (RSH+OPA)+NH
E Ordre intro
2 (OPA+NH,)+RSH
_ 1 5 min
F Temps réaction
2 15 min
1 2/1
G Ratio OPA/RSH
2 30/1
1 2
H Ratio NH/OPA 2 50
3 100

Du fait du nombre de facteurs et des gammes ésidideplupart des valeurs obtenues sont

majoritairement regroupées, ce qui traduit I'implogigd de I'exploitation directe des résultats du
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plan de criblage (Figure 47A). Pour pallier cetoimeénient, il est nécessaire de traduire les
réponses expérimentales (tableau 16) en écheldgifbanique; la répartition des réponses devient
alors beaucoup plus homogene, ce qui permet dexndisariminer les effets des facteurs (Figure
47B).

A
159,040

| =

157.500
23.001217.500

4.948

B.022
3133 7.095

Figure 47: Comportement de réponses obtenues aprds plan de criblage. A. Réponses
normales. B. Réponses type Logarithme

Tableau 16: Réponses expérimentales étudiées lons criblage des facteurs influencant la
dérivation des thiols avec 'OPA.

Réponse Réponse
Y1 AE-TBA / GSH Y10 Log (AE-TBA / GSH)
Y2 AE-TBA/CYS Y11 Log (AE-TBA / CYS)
Y3 AE-TBA / 3SMPA Y12 Log (AE-TBA / 3BMPA)
Y4 AE-BA / GSH Y13 Log (AE-BA / GSH)
Y5 AE-BA/CYS Y14 Log(AE-BA/ CYS)
Y6 AE-BA / 3SMPA Y15 Log(AE-BA / BMPA)
Y7 AE-NALL / GSH Y16 Log (AENALL / GSH)
Y8 AE-NALL / CYS Y17 Log (AENALL / CYS)
Y9 AE-NALL / 3SMPA Y18 Log (AENALL / 3BMPA)

11c



CHAPITRE lll : Résultats et discussions

Les effets des facteurs étudiés obtenus, apres @soscrits les résultats en échelle logarithmique
peuvent étre représentés graphiquement (Figureld®)alyse de ces résultats est basée sur la
longueur de chaque barre qui est proportionnelke valeur absolue de I'effet de chaque facteur.
Une barre a droite de I'axe central indique untgdtssitif du facteur sur la réponse et vice-versa.

¥14 : Log (AE-TBA 7 GSH) ¥II : Log (AE-TBA 7 CFS) ¥I2? : Log(AE-TBA /3MPA)
A1 aupn a1 Al
b A2 a2
o B 1.645 Bl L6070
b fEsda g2 B2 1.8070
[m] (] Gl 14615
= 2 ) c2 18515
b1 (i3] 0
) o2 e
El El El
EZ E2 E2
F3 F1 F1
F2 Fs Fz
Gl 07468 G1 G1 12524
G2 G2 &2 -1.2524
H1 H1 Hi
HZ He H2
H3 W3 W3
¥13 : Log (AE-BA / GSH) ¥14 : Log{AE-BA / C¥5) ¥I5 : Log(AE-BA /3MPA)
A1 Al Al 0765
a2 A hZ 01554
Bl 141 14} Bt AEx
B2 14a1E1 B2 1,450 2 1520
in1| ] (] noar
cz2 ; 00556 c2 cz A0z
0 0.0453 o (63 02 I
pa 0osEs [LF [n ] I LLOE2
El E1 El nomaz
E2 E2 E2 o
Fi F1 F1 Eesd
F2 F2 FZ R0zss
G1 12674 G1 LEHE @1 1 E587
G2 12674 G2 G2
H1 H1 H1
H2 i nunre HZ H2
W3 0 IZI':IZIi] H3 Ha
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FI16 : Log (NALL / GSH ) ¥I7 : Log (NALL / CF5) FI13 : Log (NALL /3MPA)

|
A1 4 -| Al

A2 04900 ai
Ed 1. 7044 23]

2 0058

F1 275 l E1

Fz2 0253 F2
Gl 1 4700 &1

G2 1 A7

1.3 [E3]

]
H1 il :'!:5":‘1. H1 H1
H2 i nii87 H2 H
H3 ' 417 H3 H3

Figure 48: Etude graphique des effets des facteunsfluents, lors du plan de criblage

Ce graphigue montre que les facteurs ayant un imguad’intensité de fluorescence et la stabilité
de Iisoindole sont, par ordre décroissant :

- la concentration en OPA (sur l'intensité et kbilité) ;
- la nature de I'amine (sur l'intensité)
- la nature de I'amine: 'aminoéthanol a montréedtamine la plus appropriée pour obtenir une

forte intensité de fluorescence.

Les autres facteurs tels que le pourcentage darsplNordre d’ajout de réactifs (en particulierypo

la cystéine) et la concentration en amine montomat influence sur la formation du dérivé, mais
cette influence dépend du thiol analysé. Par exentgldérivé formeé avec la cystéine présente plus
de stabilité et d’intensité de fluorescence lorstpupourcentage de méthanol et la concentration
d’amine sont élevés (Figure 49), tandis que lévddormé avec le glutathion voit son intensité de
fluorescence diminuer lorsque la teneur en méthamginente.
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Figure 49 : Influence du méthanol sur la stabilitéet l'intensité de fluorescence du dérivé
isoindole de la cystéine

Afin de réaliser une étude plus approfondie desetas influencant la dérivation des thiols et

d’établir les valeurs optimales de ces facteurglan d’expériences a été mis en ceuvre.
[11.2.1.1.2. Plan d’expériences

Aprés avoir mis en évidence les facteurs d’incidgemsajeure dans la formation du dérivé
fluorescent des thiols que sont la concentrationO&A ([OPA)], la concentration en amines
(INH2)), le pourcentage de solvant (%MeOH), nous avdabliéeun modéle empirique de type
polynomial du deuxiéme degré afin de déterminesalaur optimale de chaque facteur incident. Ce
modele établit la relation entre la variation deré@ponsey, et la variation des facteurs X. Ce

modele mathématique est de la forme :

N =Bo + +PaX1 + PaXo + ... Xy + PraXa®+ PooaXo™ ..+ PuXi®+ BroXaiXo+ .t Prer Xk Xk
Avec :

n : représente la variation des réponses;

k : le nombre de facteurs;
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Bo: le coefficient constant;
Bi, Bii, By : respectivement, les coefficients des termesedeedl, de degré 2 et des termes produits.

Comme on a pu le voir dans le chapitre précédastirhation des coefficients de ce modéle, est
obtenue par un ensemble d’expériences dans le dendétude. Parmi les différentes matrices
d’expériences existantes, nous avons choisi ungaaate Doehlert qui a une conception optimale

pour le domaine sphérique défini par les facteurs.

Le tableau 17 présente le plan d’expériences denlBdequi a été établi et mis en ceuvre afin
d’obtenir les facteurs optimisés (nommg pEermettant d’obtenir la meilleure stabilité pbssidu
dérivé isoindole fluorescent (réponse expérimentalenmeée Y) pour une concentration fixe de
cystéine de 1 pmoll Ce plan d’expérimentation comprend donc quinzpéegnces, sept
réponses (¥ Intensités de fluorescence du dérivé, au bout ttmps donné t) et les trois facteurs
les plus influents qui ont été établis lors du pldm criblage : concentration en OPA 1JX
pourcentage de méthanol fXet concentration en aminoéthanok)X([OPA] ; %MeOH ; [NH)]).

Les domaines de variation et les niveaux pour obdgateur ont été déterminés sur la base des

premiers essais expérimentaux. lls sont donc défiminme suit :

X1 : Concentration finale en OPA : de 50 & 200° trbl L*
X, : Pourcentage de méthanol : de 15% a 85%
X3 : Concentration finale en AE : de 2,75 a 22,75 a®l L*
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Tableau 17: Plan d’expérience (matrice de Doehlertinis en ceuvre afin de déterminer les
valeurs optimales des facteurs influencant la staliié et I'intensité de fluorescence des dérivés

isoindoles des composeés thiols

N°Exp [O>I(3TA] % I\;I(ezOH [NXH32] Yo Ys Yo Yis Yo Yz Yz
1 20 50 1275 254 254 250 247 437 230 230
2 5 50 1275 430 428 425 415 409 405 400
3 16,25 85 1275 215 213 215 210 213 210 212
4 8,75 15 1275 380 365 355 345 336 326 310
5 16,25 15 1275 320 308 298 288 276 264 252
6 8,75 85 1275 250 260 260 259 260 258 255
7 16,25 62 2275 340 342 338 334 325 318 315
8 8,75 38 275 354 342 325 314 312 310 309
9 16,25 38 275 210 206 201 195 190 188 187
10 12,5 73 275 205 204 204 205 203 204 204
11 8,75 62 2275 382 384 383 377 382 378 375
12 12,5 27 2275 340 338 328 322 313 306 300
13 12,5 50 1275 351 345 337 330 330 315 315
14 12,5 50 1275 350 351 348 344 344 325 321
15 12,5 50 1275 355 357 354 348 348 333 328

La figure 50 présente les corrélations obtenue® ées$ réponsess¥t Yio (A), Yset Y5 (B), Yset

Y20 (C), Ys et Yos (D) et Ys et Yz (E), c’'est-a-dire la variation de l'intensité dadrescence de
I'isoindole formé en fonction du temps (expriméramutes). L’ensemble des graphiques obtenus
présente de bons coefficients de corrélation etpigges proches de 1, ce qui montre que les
réponses sont précises et homogenes. Ceci perétablit que les résultats obtenus auront tous le
méme comportement, lors de I'élaboration des sesfate réponse. Une comparaison entre les
pentes permet de constater qu'au-dela de 20 miaptés la formation du dérivé isoindole, la perte
de réponse d’intensité de fluorescence est supéraedt%. Par voie de conséquence, I'étude des

surfaces de réponses sera effectuée avec la réjgesnse
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Figure 50 : Corrélation entre les réponses (intentds de fluorescence) : ¥et Y10 (A) ; Ys et Yis
(B); Yset Y20 (C); Yset Y5 (D) ; Ys et Yao (E).

A partir des intensités de fluorescence de l'isolachpres 10 minutes (résultats de la répongg Y

les différents coefficient ont été calculés et ont permis d’établir I'équatioivante:

Y = 346.33 — 77.63 X— 41.93 % + 65.56 % — 8.83 %° — 81.14 %> — 52.25 X%*+ 6.86 XX, +
45.87 % X3+ 39.81 %X3

Trois expériences ont été effectuées au point @eafin d’estimer la variance du systeme et ainsi
avoir la prédiction la plus représentative de Eité. Pour chaque réponse, les coefficients ant ét

calculés par régression multilinéaire.
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Ce modele a été validé en utilisant une analyseail@nce (ANOVA). Dans cette analyse de
variance, la régression des moindres carrés (691813e résidu quadratique moyen (415,28) ont
permis le calcul des ratios de Fisher qui permetd&valuer les caractéristiques statistiques de ce
modele. La régression obtenue sur l'intensité derdlscence de l'isoindole produite lors de la
réaction de dérivation est de 96,8%. Cela sigujfie la variation de la réponse obtenue est due a la
variation des parametres et pas uniqguement ennraisd'erreur expérimentale. Apres validation,
ces équations ont été utilisées pour représengeréfgonses dans I'ensemble du domaine et pour

déterminer le paramétre le plus prépondérant gafsrhation du dérivé isoindole.

111.2.1.1.2.1. Effet du pourcentage de méthanol

Dans un premier temps, l'influence du pourcentagendthanol a été étudiee: le ratio MeOKM

est en effet soupgconné d'avoir un effet importamtla stabilité et sur l'intensité de l'isoindole
formé. Les représentations en 2D et 3D (Figurenddntrent les surfaces de réponses obtenues en
faisant varier simultanément les concentrationdP#@t le volume de méthanol (MeOH), avec une

concentration fixe d’aminoéthanol & 12,75 mmdl.L

90

50

o A

Figure 51 : Courbes de niveau (A) et de surface déponse (B) montrant la variation de la
réponse Y10 (Intensité de fluorescence) en fonctiode [OPA] (X;) et le pourcentage de

méthanol (X,). La concentration en AE a été fixée & 12,75 mmbl™.

Ces résultats montrent une forte courbure sur [Ex&eOH, traduisant la forte influence de la

teneur en CEDH dans le solvant réactionnel sur l'intensité erescence de l'isoindole. Ainsi

12C



CHAPITRE lll : Résultats et discussions

I'intensité de fluorescence est maximale lorsquéedeneur représente 40 a 50% du volume total
de solvant réactionnel. D’autre part, ces graptigiévoilent la forte influence de la concentration
en OPA ([OPA)): lorsque la concentration est fajlderéponse est élevée (intensité de fluorescence
de 420 avec une concentration de 50 umoll'OPA). Au plus la concentration augmente, au plus
le signal de fluorescence diminue ; la réponsetétaximale, lorsque [OPA] et % MeOH sont
éleves.

111.2.1.1.2.2. Effet de la concentration en amimaéiol

La figure 52 présente le réle prépondérant de teeeatration en OPA sur celui de la concentration
en AE. En effet, la réponse obtenue lors des aeslysontre que l'intensité de fluorescence est
maximale pour des concentrations faibles en OPAJlgujue soit la concentration en AE. A

'opposé, la réponse en intensité de fluorescestéeaucoup plus faible lorsque la concentration

en OPA augmente et que celle en AE diminue.

2500 2

1276
1.0 “0.50

a0

I |
5.00 1280 20.00
[OFA]

Figure 52 : Courbes de niveau (A) et de surface deéponse (B) montrant la variation de la
réponse Yo (Intensité de fluorescence) en fonction de [OPA]X{() et [AE] (X3). Le
pourcentage de méthanol dans le solvant réactionnalété fixé a 50%.

Le graphique de la figure 53 présente la variatienl'intensité de fluorescence en fonction du
pourcentage de MeOH et de la concentration en atiinool. La réponse obtenue Y donne des

conclusions similaires aux précédentes études.i,Aimgéponse est maximale pour des teneurs
moyennes en MeOH, et est minimale pour des vakdeiisleOH élevées et des concentrations en

AE faibles.
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Figure 53 : Courbes de niveau (A) et de surface déponse (B) montrant la variation de la

réponse Yo (Intensité de fluorescence) en fonction de [%MeOH]X;) et [AE] (X3). La

concentration en OPA a été fixée a 125 umolL

[11.2.1.1.3. Désirabilité

Afin de connaitre les conditions opératoires pexipermettant d’avoir une bonne stabilité du

dérivé avec le maximum d’intensité, nous avonsrdéte un domaine de désirabilité qui répond

aux critéres recherchés. Une fonction de désitéllt associée a chaque réponse. Elle est calculée

sur chaque point du domaine afin d’obtenir les saie désirabilité souhaitée. L'évolution de cette

fonction de désirabilité dans le domaine expérimlegtudié est représentée par la figure 54.

MHZ2]

2500 7
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T .
12.50
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MeOH
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Figure 54 : Courbes d’isoréponses de la fonction déésirabilité. (A) concentration en OPA,

concentration en aminoéthanol avec 43% MeOH (facteuixe). (B) Concentration en OPA et

%MeOH avec [AE] de 14 mmol.L* (facteur fixe).
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La figure 54A représente la variation de la dégliteben fonction de la concentration en OPA (axe
horizontal) et la concentration en aminoéthanoé (aertical) pour un pourcentage de MeOH fixé a
43%. Sur la figure 54B, la concentration en aminaéol est fixée & 14 mmoliLet la variation de

la désirabilité est étudiée en fonction de la catregion en OPA et le pourcentage de MeOH. Les
réponses optimales obtenues d’apres les courb@p@tses dans les domaines établis sont donc de
l'ordre de: 13,5 mmol.. pour la concentration en aminoéthanol, de 50 mrifopbur la

concentration en OPA, avec une teneur en méthamdl i solvant réactionnel de 43%.

L'optimisation des différents parameétres étudiépeamis d’obtenir les conditions opératoires
idéales permettant de former un dérivé isoindodsultant de la réaction OPA-NHavec des

composeés thiols réduits, présentant un signal derdkcence élevé et stable. Ces différents
parameétres vont étre mis en ceuvre afin de déveldppméthode de dosage des thiols totaux

(réduits et oxydés).
[11.2.1.2. Optimisation de I'étape de réduction

Afin d’obtenir un rendement maximum de cette étdpeéduction, le pH, le temps de réduction, la
concentration de TBP ont été optimisés ainsi quehéex du solvant de solubilisation du TBP. En
effet, le TBP présente une solubilité quasi-nulengd I'eau, ce qui a nécessité une étude de
différents solvants autorisant sa solubilisatidnjree étude sur la stabilité de ce réducteur dess |
solvants tels que : méthanol (MeOH), éthanol (EtakHéthanol (IsOH), butanol (BtOH), éther,
tetrahydrofurane (THF) et diméthylformamide (DMF).
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Figure 55: Stabilité du dérivé fluorescent apres réuction de CSSC avec TBP préparé dans les
différents solvants testés & ien= 445 NM fe= 335nm), pH= 9,5, [OPA]= 50 pmol.L}, [AE]=
13,5 mmol.L™.

Comme observé dans la figure 55, le solvant utipséir préparer la solution réductrice de
phosphine est un facteur prépondérant au mometa déduction des thiols oxydés, puisque si
l'intensité de fluorescence varie en fonction dumje, la quantification sera inexacte. Compte tenu
de ces résultats, le diméthylformamide (DMF) semibbec étre le solvant le plus approprié,

permettant de conserver le TBP pendant 5 joursdarsggement dans l'intensité de fluorescence.

La mesure de l'intensité de fluorescence des thisigdés, apres I'étape de réduction, et la
dérivation avec 'OPA-AE en fonction du pH permé&liserver une émission maximale a pH 8,4
(Figure 56). Ceci signifie qu’une variation de pH moment de la réduction donnera lieu & une
diminution de l'intensité de fluorescence du dériséindole formé. Il est donc nécessaire de
tamponner I'échantillon pendant I'étape de rédurctidour cela une solution de tampon borate a
100 mmol.L* (pH 8,4) est utilisée.
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Figure 56: Influence du pH sur dans 'étape de rédction a : hen= 445 nM fe= 335nmM),
[OPA]= 50 pmol.L™?, [AE]= 13,5 pmol.L', MeOH= 43%

La figure 57 présente la cinétique de réductiol€8&C a température ambiante (23°C) et a pH 8,4
pour une solution de TBP de 200 mM. Les résultaiatrent que la dérivation de l'isoindole apres

la réduction de CSSC est compléte au bout de 10tesn
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410 |
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Figure 57 : Cinétiques de réduction de CSSC a diffénts concentrations de TBP &= 445
nm (hex= 335 nm), pH= 9.5, [OPA]= 50 pmol.L}, [AE]= 13,5 mmol.L™, MeOH= 43%
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Avec les différents parametres optimisés, le pauege de réduction de CSSC calculé est de 90%
en 10 minutes en utilisant une concentration en T™8P200 mM dans le DMF et avec un

échantillon tamponné a pH 8,4.

[11.2.2. Détermination des caractéristiques analytijues de la détection fluorimétrique.

Les caractéristiques analytiqgues permettront dimidéés conditions d’utilisation de la méthode en
vue de son application a la détection de thiolawot La détermination de ces caractéristiques se
fait en deux étapes. Dans une premiére étape,allmuns vérifier la corrélation entre l'intensité de
fluorescence et la concentration en thiols réduiel5 nm. Cette étape permettra donc de définir le
domaine de linéarité ainsi que les limites de di&eet de quantification de la méthode, puis une
seconde étude sera engagée afin de déterminentefrences qui peuvent affecter le résultat
analytique de la concentration en thiols.

Afin d’établir la droite d’étalonnage reliant larementration en -RSH a l'intensité de fluorescence,
des mesures sont réalisées sur différents écloastitontenant des concentrations croissantes en
cystéine (Figure 55). Le domaine de linéarité sidtpisqu’a 200 pmolt avec un coefficient de

détermination particuliérement satisfaisarft£r,9998).

Pour les thiols oxydés différentes concentratian€8SC on été testées et le résultat obtenu montre
un coefficient de détermination trés satisfais&it(0,9995) pour des concentrations allant jusqu’a
100 pmol.* de cystine ou 200 pmol’ide cystéine aprés réduction (Figure 58).
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Figure 58: Corrélation entre I'intensité de fluoresence et les concentrations en équivalents de
cystéine alen= 445 NM fe= 335 nm), pH= 9.5, [OPA]= 50 umol.L}, [AE]= 13,5 mmol.L?,
MeOH= 43%, [TBP]= 200 mmol.L*

[11.2.2.1. Limite de détection et limite de quaitition

Les calculs de la limite de détection (LD) et ddiraite de quantification (LQ) de la méthode ont
été réalisés selon les méthodes proposées par ORKXP T 90-210, 1996), et détaillées dans
I'annexe 6. Dans le cas de cette étude, la lindtedtection et quantification ont été calculéel€ur

déterminations successives d’'un échantillon saidsthLes résultats obtenus pour les limites de

guantification et de détection sont représentés tiatableau suivant :

Tableau 18: Limites de détection et quantificationde la procédure fluorimétrique a
Aen= 445 NM fuex= 335 nm), pH= 9.5, [OPA]= 50 pmol.L}, [AE]= 13,5 mmol.L, MeOH= 43%,
[TBP]= 200 mmol.L™

Thiol de Référence Cystéine (Cys) Cystine (CSSC)
Domaine de linéarité (umol) 0.6 - 200 100

Limite de détection (umol:t) 018 0,10.

Limite de quantification (pmol.’ll_) 0,60 0,62
Coefficient de corrélation @R 0.9998 0.9995
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Les limites de détection obtenues constituent #ews basses de nos gammes d’application. Les
valeurs de concentrations obtenues par notre méttledlosage pourront étre considérées comme
fiables pour des seuils supérieurs ou égales @miglde quantification (0,6 pmolLpour la

cystéine et 0,62 umolipour la cystine).
[11.2.2.2. Etude des interférences

Une étude des interférents potentiels a la métlumdeétection a été réalisée. A cette fin, nous
avons effectué la détermination de la cystéineain de plusieurs mélanges contenant chacun un
élément potentiellement interférent. Ces élément®t& choisis en tenant compte de leur réactivité
vis-a-vis des composés thiols (comme les métauxjjeoleur quenching ou de leur réactivité avec

'un de composants utilisés dans la méthode.

Le résultat obtenu sera comparé a la mesure réaig€une solution contenant seulement de la
cystéine. Pour les differents mélanges réalisés;daditions expérimentales de dérivation utilisées
ont été analogues a celles décrites précédemmearmoncentration en cystéine (Cys) utilisée dans
tous les mélanges a été fixée & 2 umbllles différents résultats obtenus sont consigaés te

tableau 19 présenté page suivante.
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Tableau 19: Effets de différents éléments sur laldorescence du dérivé isoindolea
Aen= 445 NM fe= 335nm), pH= 9.5, [OPA]= 50 pmol.L}, [AE]= 13,5 mmol.L'™}, MeOH= 43%,
[TBP]= 200 mmol.L™

C'onceptratlon % Intensité de
interférents
(mg/L] Fluorescence
Cystéine (2 uM) 0 100
Al 2 100
Se(IV) 1 96,4
Fe* 5 56,0
Fe™ 1 23,1
cu” 10 1,8
Mn<* 10 64,3
Zn** 10 11,9
Co* 0,5 3,8
Ni<* 0,5 13,3
Cd™* 0,5 13,8
Mg** 25 99,0
Ca™ 100 99,8
Na' 100 95,5
K* 100 94,0
NH," 1 96,0
PO~ 1 92,9
COs 10 89,3
NO, 5 89,3
NO3 50 94,0
SO~ 250 96,4
Cr 200 96,4

Les résultats obtenus nous permettent de consfageles métaux interférent considérablement sur
la dérivation et la détection des thiols. Ceci meakpliquer par la capacité des groupements thiols
a former des complexes avec les métaux. Ceci $fgevgarticuliérement en présence de 10 nig.L
de C4d". Afin d'éviter la formation de ces complexes, giesmiers essais ont été entrepris, ayant
pour but de «jouer » sur la complexation sélecemire les groupements thiols et un « agent
masquant ». Ainsi de 'EDTA a une concentration @& mol.L* a été ajouté & la solution.
Toutefois, comme on peut I'observer dans la fih@el’ajout d’EDTA ne suffit pas a empécher le

piégeage des especes métalliques par les groupethis.
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Figure 59: Effet du cuivre (10 mg.L") sur la détection de la cystéine (2 umolt) a
Aen= 445 NM (.= 335 nm), pH= 9.5, [OPA]= 50 pmol.L}, [AE]= 13,5 mmol.L™t, MeOH= 43%,
[EDTA]= 0,1 mol.L™

Comme nous avons pu le constater, méme en préganteagent chélateur, les métaux ont une
influence inhibitrice sur la dérivation des thiolgffectant ainsi leur quantification. Ce
comportement est di a la forte affinité des thial®c les métaux, particulierement ceux de
transition (Vairavamurthyet al, 2000 ; Drydenet al, 2007 ; Krameret al, 2007). A titre
d’exemple, la cystéine présente des constantetabidité de 16,4, 18,8, 31,2 et 44,0 respectivement
pour le cobalt(ll), le nickel(ll), le fer(lll) el mercure(ll) (Ringbom, 1967).

Afin d’éliminer cette interférence et permettredaantification des thiols liés aux métaux, divers
essais (résines eéchangeuses d’'ions, résines cgttéltant été effectués pour casser la liaisort-thio
meétal. Ces tentatives n’ont pas permis de piégemlétaux et empécher leurs interférences. C’est
pourquoi, plutdt que de « jouer » sur la complexatélective, ou sur le piégeage des métaux sur
résines, nous avons opté pour I'ajout au mélangetiohnel d'un agent réducteur ; le TBP a été

choisi du fait de son utilisation pour la déterntio des thiols totaux,

Les tests ont été effectués en présence de 10’ndg.kuivre et de 2 pmolide cystéine. Dans un
premier temps, on a utilisé le TBP dans les comagans optimisées antérieurement, afin de
séparer le cuivre du thiol, mais comme on peutsiéoier dans la figure 60, cet ajout seul ne permet

pas d’éliminer l'interférence du cuivre. En effafires I'ajout de TBP, le cuivre se trouve libéré du
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groupement thiol, mais soit cette libération n'qae transitoire, soit le cuivre libre provoque un
« quenching » de fluorescence de l'isoindole for@i&st pourquoi il faut également ajouter de

'EDTA afin de complexer le cuivre et ainsi permettine détection de la cystéine.

450+

400+

350
300

250

200+

150+

100+

Intensité de fluorescence (u.a)

50+

Figure 60 : Reéduction du complexe Cuivre-thiol a:ier= 445 nm fe= 335 nm), pH
(réduction)= 8,2, [TBP]= 200 mmol.L”*, [EDTA]= 0,1 mol.L™}, pH (dérivation)= 9.5, [OPA]= 50
pumol.L ™, [AE]= 13,5 mmol.L'Y, MeOH= 43%.

L’ajout du TBP permet de briser la liaison du coexgl Cu-thiol et 'TEDTA permet a son tour de
complexer le cuivre libéré lors de la réduction.usl@vons fait des essais sur les autres métaux
analysés et nous avons pu détecter jusqu'a 90%hi@s initialement complexés aux meétaux,

comme le montre le tableau 20.
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Tableau 20: Effets de différents éléments sur ladbrescence du dérivé isoindole en présence
et sans présence du TBP et EDTAwn= 445 nm o= 335 nm), pH (réduction)= 8,2, [TBP]=
200 mmol.L*, [EDTA]= 0,1 mol.L™}, pH (dérivation)= 9.5, [OPA]= 50 pmol.L*, [AE]= 13,5
mmol.L™", MeOH= 43%.

COF&ZT‘E‘E‘]“O” %IF sans TBP %'ZVZZGEJTBAP et
Cystéine (2 uM 0 100 100
A5 2 100 97,6
Se(IV) 1 96,4 95,8
Fe* 5 56,0 90,6
Fet 1 23,1 94,6
cu’ 10 1,8 92,9
Mn<* 10 64,3 97,6
zn“* 10 11,9 94,1
Co™ 0,5 3,8 61,2
Ni* 0,5 13,3 94,1
Cd”* 0,5 13,8 98,8
Mg*" 25 99,0 100
Ca™ 100 99,8 101,2
Na" 100 95,5 101,2
K* 100 94,0 101,2
NH,* 1 96,0 96,9
PO~ 1 92,9 91,8
CO5 10 89,3 94,6
NO, 5 89,3 96,5
NO3 50 94,0 08,8
SO~ 250 96,4 100
Cr 200 96,4 97,9

Tous les interférents testés sont fréquemment regre dans I'environnement. L'utilisation de
'EDTA dans le milieu réactionnel nous a permispévenir les effets d'interférence des ions
métalliques complexant, permettant, donc la préeentes effets de quenching. Les conditions
opératoires utilisés afin d'éviter tel interférensent donc: pH (réduction)= 8,2, [TBP]= 200
mmol.L’}, [EDTA]= 0,1 mol.L'}, pH (dérivation)= 9.5, [OPA]= 50 pmol, [AE]= 13,5 mmol.L},
MeOH= 43% \en= 445nM L= 335nm).
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[11.2.3. Validation de la méthode
111.2.3.1. Thiols réduits

Afin de valider cette méthode, nous avons effettaralyse des thiols par la méthode d’Ellman
(méthode standard pour détection de thiols non éy#oet al, 2007 ; Tamast al.,2008)) afin

de comparer les résultats sur des échantillons eéelc I'analyse par fluorescence en microplagues.

La détection de groupements sulfhydryles par lahodt d’Ellman a été faite selon les instructions
de la procédure de la méthode de référeapres cette procédure les solutions ont étéquéss

de la fagon suivante :

Tampon de réaction : Phosphate de Sodium 0.1makIpH 8,0, avec 1ImmolL EDTA.

Solution Ellman : 4mg du réactif d’Ellman dans 1l tampon de réaction. Afin de mesurer
I'absorbance du produit forme, on a ajouté dansauwe en quartz des solutions contenant:

50uL Solution Ellman ; 2,5ml Tampon phosphate ;ld5&chantillon. Apres agitation et au bout

de 15 minutes, I'absorbance est mesurée a 412 nm.

Les caractéristiques analytiques de cette méthadeéférence ont été établies a partir d’'une
solution mére étalon de cystéine & 1 mmblgréparée dans HCl 0,1mof-(Tableau 21). Cette
solution a été diluée avec HCI 0,1 mét.successivement pour obtenir 6 points de calibmaiin

d’établir la courbe d’étalonnage (Figure 61), tn@iplicats de chaque étalon ayant été effectués.

Tableau 21 : Caractéristiques analytiques de la mibde Ellman

Domaine de linéarité (umorl) 2,82 — 100
Limite de détection (umol:t) 2,82
Limite de quantification (umol.f) 9,39
Coefficient de corrélation @ 0,9998
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Figure 61: Courbe d’étalonnage de la cystéine avéeg méthode d’Ellman
[11.2.3.1.1. Echantillons de sols et composts.

La validation a dans un premier temps été réabksg@ales extraits agueux de sols et de composts.
Les extraits aqueux ont été obtenus a partir dg d@chantillon sec mélangés avec 40 ml d’eau
ultra pure. Ce mélange a été agité en batch ped&aminutes a température ambiante. Suite a une
période de repos de 10 minutes, la solution aété&itugée a 12000 rpm pendant 10 minutes. Le

surnageant a été filtré et recueilli dans un flagorverre brun pour analyse avec les deux méthodes.

Les premiers tests effectués sur les échantillersots ont donné des concentrations inférieuras a |
limite de détection (Tableau 22). Afin de valides Iméthodes et de s’affranchir des interférences
potentielles de la matrice, la méthode des ajoosgslia été appliquée.

Pour chaque échantillon, on a fait des ajouts ddgéstandards de cystéine (40 umd).n00
pumol.L'* et 200 pmol.LY). Par prolongation de la droite d'étalonnage agisenue, et par lecture
de la valeur prise par I'abscisse lorsque I'ord@nest nulle, on peut déterminer la concentration

des thiols dans I'’échantillon initial.
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Tableau 22 : Comparaison des méthodes de détectidas thiols

. Concentration en thiols (umol/L)
Echantilions Méthode d’Ellman Méthode Développée
Sol 1 <LD <LD
Sol 2 <LD <LD
Sol Traité <LD <LD
Compost <LD 0,43
Compost/d10 16,4 1,08
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0,0E+00 4,0E-05 8,0E-05 1,2E-04 1,6E-04 2,0E-04
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—&— Standard —#—Sol1 Sol2
Sol traité —X— Compost —— Compostid10

Figure 62: Méthode des ajouts dosés appliquées aézhantillons de sols et compost (OPA-AE)
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Figure 63 : Méthode des ajouts dosés appliquées aézhantillons de sols et compost (Ellman).

Nous observons dans les figures 61 et 62 que Isgltaés des ajouts dosés effectués sur
'échantillon de compost ne traduisent pas une bolmméarité pour les deux méthodes. Cette
interférence peut étre due a la forte coloration’@ehantillon, puisque apres d’'une dilution de

I'échantillon par 10 (Compost/d10) on obtient uoaie linéarité.

Pour les échantillons de sols, les droites obtesaetlinéaires dans les deux méthodes, par contre
on observe que la méthode OPA-AE développée a paimiquantifier des concentrations plus

faibles que la méthode Ellman de référence.
[11.2.3.1.2. Echantillons de station d’épuration.

La validation de la méthode OPA-AE développée aligm®té poursuivie sur des boues de station
d’épuration provenant d’'une station d'épurationtidétement des boues de Marseille, (France)
recueillis a différentes étapes de la digestionémotae. Les échantillons de boues ont été

centrifugés a 12000 rpm et filtrés sur un filtrepayéther sulfone (PES) de 0,8 um de porosité.
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Tableau 23: Comparaison des méthodes de détectior thiols

Echantil Concentration en thiols (umol/L)
chantillons ; i R .
Méthode d’Ellman Méthode Développée

Epaississeur (E7) <LD 1,25
Epaississeur (E10) 12,0 12,20
Fermenteur (E8) <LD 1,97
Fermenteur (E11) <LD 1,19
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Figure 64: Méthode des ajouts dosés appliquée auxhantillons de boues de station
d’épuration (OPA-AE)
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Figure 65 : Méthode des ajouts dosés appliquées awéchantillons de boues de station

d’épuration (Ellman).

Les figures 64 et 65 montrent les résultats destajdosés effectués sur des échantillons de boues.
On peut observer que, comme dans le cas du sol ebrdpost, notre méthode permet de détecter
des concentrations plus faibles que la méthodeétirence (Tableau 23), mais que les deux

méthodes présentent des interférences dues a daaiioh de I'échantillon, donc des dilutions

seront aussi nécessaires pour ces types d’écbastslils sont trés colorés.

[11.2.3.2. Thiols oxydés

Il nexiste pas d’échantillons certifiés de thiagydés. C’est pourquoi, nous avons validé notre
meéthode a partir d’échantillons réels en y ajouthes quantités connues de CSSC, afin de vérifier
si les substances naturelles présentes dans castilohs peuvent interférer (augmentation ou
guenching de fluorescence) avec la procédure péapds détection de thiols totaux. Ainsi, des
volumes connus de solutions standards de CSSCrt20.I1}) ont été ajoutés & des solutions de
sols, de composts, de boues de station d’épuratigpiantes (tige, racine, feuille). Les résultats
obtenus et présentés dans le tableau 24 montrentlagguantité de cystine ajoutée dans les
échantillons testés est bien quantifiée dans lpgotudes échantillons. Pour les échantillons dent |
pourcentage de cystine détecté est inferieur a @&%dilutions sont nécessaires afin de permettre

une diminution de la coloration de I'’échantillon.

13¢



CHAPITRE lll : Résultats et discussions

Tableau 24: Validation par ajouts dosés de la procire pour la détection de thiols totaux

Avant Aprés % Cystine
Echantillon I'addition de I'addition Différence (UM) détecté

Cystine 20uM Cystine
Sol 1 0,73 42,80 42,07 105
Sol 2 0,18 42,00 41,82 105
Sol Traité 1,94 44,10 42,16 105
Compost d/10 12,70 45,70 33,00 83
Epaississeur 1 2,85 45,10 42,25 106
Epaississeur 2 9,69 41,80 32,11 80
Tige Bambou 29,30 69,60 40,30 101
Feuille Bambou 43,80 83,00 39,20 98
Racine Bambou 18,00 56,30 38,30 96
Foin 29,10 57,20 28,10 70
Foin d/100 0,75 41,10 40,35 101

Moyenne 13,50 51,70 38,20 95

[11.2.4. Conclusion

Malgré les interférences dues a la coloration démrdillons, le protocole mis au point pour la
détermination des thiols réduits par mesure en aplagues a permis d’obtenir de meilleurs
résultats au niveau de la sensibilité par rappde anéthode de référence (Ellman). En effet, la
meéthode proposée est 300 fois plus sensible goeéthode standard. D’autre part, notre méthode
permet aussi la détection des thiols oxydeés (pdistdfures et thiols complexés aux métaux). Ceci

est un avantage complémentaire si on tient comyela méthode Ellman permet uniquement la
guantification des thiols réduits.
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[11.3. Détermination des acides gras volatils par atomatisation en flux avec

détection par fluorescence

[11.3.1. Analyse en microplaque

L’analyse multi-échantillons pour la déterminaties acides gras volatils (AGV) par microplaque
de 96 puits a été développée par I'équipe de Chidgel’Environnement Continental de
I'Université de Provence. Cette méthode est simplécise et présente une procédure similaire a
celle qui a été mise en ceuvre et décrite par Rétmlard et al. (2009). La méthode précédente
utilise un réactif d'activation de la fonction caxiglique (carbodiimide soluble dans l'eau, EDC) et
un réactif aminé de dérivation fluorescent (N-(pimgl) éthylenediamine, EDAN). La séparation
du dérivé-AGV fluorescent et du réactif fluorescardété modifiée afin d’étre appliquée au format
microplague. La nouvelle procédure utilise I'O-pdithaldéhyde (OPA) afin de faire un quenching
de fluorescence de 'EDAN. Cette procédure a uroptimal de 7 et s’effectue au sein du lecteur
de microplaques a une température proche de 408@e @rocédure, une fois optimisée, a été
appliguée a divers acides carboxyliques et a dautomposés organiques, ce qui a permis de
montrer que les AGV présentent les réponses deeigence les plus élevées avec des résultats
homogenes pour les principaux AGV (acide acétiguepionique, butyrique et valérique). Aprés
application a des échantillons réels (boues issigestations d'épuration ou issues d’'usines de
meéthanisation des déchets d’ordures ménagérespnigaraison des résultats obtenus par notre
méthode alternative avec ceux obtenus par la métldedréférence (chromatographie en phase
gazeuse et détection par ionisation de flamme) mind@ue les deux méthodes étaient équivalentes
en termes de résultats et de précision. Ceci deémtngrand potentiel de notre méthode d'analyse
des acides gras volatils en microplaques. Les |ldalai cette méthode analytique sont présentés

dans une publication soumise au jourahlytical Chemistren septembre 2010.
[11.3.2. Analyse en Flux
[11.3.2.1. Automate développé
Le protocole adopté pour la réalisation de notriwraate de détermination des concentrations en

AGV, est basé sur une technique combinée MSFIA-MP&He-ci a été a été retenue du fait de sa

robustesse et de sa versatilité. La méthode aqadytitilisée dans cette analyse en flux est ingpiré
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du protocole alternatif développé par Robert-Peillat al. (2009). Le montage utilisé pour
'analyse en flux est présenté dans la figure 66.

Echantillon
NaOH HCI
OF ON MP1 MP2
V6 L
e

Poubelle phase

Réacteur de MP3 aqueuse
mélange
oFF V7 o Membrane
ﬂ I N (PTFE)

HC-1 Module d’extraction

D))

I
(@]
N

E

ON | |OFF|ON| [OFF | OFF ON | [ OFFloN| [OFF
v1\ vz\ v3\‘ V4\ V5 Spectrofluorimetre
el b 5l
] ] ] ] = . PC
s1—| ||s2 ] S3._ s4 | S5 | :
[ | [ | | [ ] [ |
[ ] [ ] [ [ ] [ |
Tampon EDC HOBT Tampon MTBE Poubelle phase
Phosphat EDAN Phosphat organiaus

Figure 66 : Représentation schématique du systémeadalyse en flux pour la détection des
acide gras volatils (MP : Multipompes, HC: Boucle thttente, S : Seringues, V : Valves de

commutation)

La procédure automatisée pour la déterminatiorigere Ides AGV est représentée dans le tableau

25 et peut se résumer de la facon suivante :

Etape d’activation : Dans cette premiére étapeshbétillon (400ul) est aspiré dans la boucle
d’attente (HC-1) par la seringue S1, aprés l'ativade la vanne V6, tandis que les deux autres
seringues (S2-S3) sont remplies des solutions d'EDEIOBT / EDAN. L’échantillon, 'EDC
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(50 pl) et la solution mixte d’HOBT/EDAN (900 ulpst ensuite injectés simultanément avec un
débit de 15 ml/min dans le réacteur de mélangettdrite de réactifs et I'échantillon dans ce

réacteur est de 120 secondes.

- Etape d’amidation : Dans cette deuxiéme étape;L.78e NaOH & 1 mol.t sont injectés a 2,3
ml/min par la micropompe 1 (MP1) dans le réacteungtlange, afin d'augmenter le pH a 8 ; ce pH
permet d’assurer la formation de I'amide fluoreseguérivé fluorescent) produite par la réaction

entre le produit intermédiaire activé et I'amingoilescente EDAN.

- Etape d’acidification : Aprés 30 secondes d’ateta micropompe 2 (MP2) injecte | @0d’HCI a
1 mol.L'* & 2,3 ml/min dans le réacteur afin d'atteindreptthde 2,5 ; ce pH permet d'assurer une
séparation optimale entre I'amine initiale (EDAN)lamide formée, durant I'étape d’extraction

liquide-liquide réalisée dans I'étape suivante.

- Etape d’extraction : Au cours de cette étapanédange échantillon - réactifs est aspiré dans la
deuxiéme boucle d'attente (HC-2) par la seringy&4). Apres I'activation de la valve 7 (V7), le

mélange réactionnel et le solvant d’extraction (NEJBsont injectés simultanément par des
seringues (S4 et S5) dans la cellule d’extractioette cellule est dotée d’'une membrane PTFE

permettant de séparer les phases organique etsgueu

- Etape de rincage du réacteur de mélange : Cadfme éest effectuée parallélement a I'étape
d’extraction. En effet, au moment de I'aspiratianrdélange réactionnel vers HC-2, la seringue 2

(S2) injecte 1ml du liquide vecteur (tampon phosphafin de nettoyer le réacteur de mélange.

- Etape de ringage de la cellule d'extraction teSaila séparation de phases par la membrane dans
la cellule d’extraction, le dérivé fluorescent désieste dans la phase organique, et est dirigéleer
détecteur de fluorescence; la phase aqueuse estémivers les déchets. Apres I'enregistrement des
données intensité de fluorescence a 335 nm et B95aspectivement pour les longueurs d'onde
d'émission et d'excitation, le liquide vecteur @tMTBE sont injectés afin de nettoyer la cellule
d’extraction. Enfin, la micropompe 3 (MP3) est @€t pour vider le réacteur de mélange, avant de

commencer un nouveau cycle d'analyse.
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Tableau 25 : Procédure automatisée de déterminatiotles acides gras volatils

. Position des | Volume -~
Position des valves : .. | Débit
Etape Mode micropompes injecte
Vi | V2 | V3| V4| V5| V6 | V7 | MP1 MP2| MP3 mi ml min™*
Dispense Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off | Off | Off 04 15
Aspire On| Off| Off| Off| Off | Off | Off | Off | Off | Off 0.4 b
Dispense On| Offf Onf Off Off On Off Off Off Off 0.4 51
Activation Dispense Offf On| On] Off Off Off Offf Offf Off Off 0.1 15
Dispense Offf Offf] On| Offf Offf Offf Offf Offf Off| Off 0.4 15
Aspire Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off 0.9 15
Attente 120 Seconds
Amidation Dispense Off| Off| Off| Off| Off] Off| Off] On| Off] Off] 08 | 23
Attente 30 Seconds
Dispense Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off| On| Off 0.8 2.3
Acidification Dispense Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off| Off | Off | Off 12 15
Aspire Off | Off | Off | On | Off | Off | Off | Off | Off | Off 1.0 b
Ringage du Dispense On| Offf Offf Offf Offf On| Offf Offf Offf Off 0.5 15
réacteur de Aspire Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | On 0.6 23
mélange Dispense On| Offf Offf Offf Offf On| Off Off Offf Off 1.0 15
Aspire Off | Off | Off | On | Off | Off | Off | Off | Off | Off 0.2 b
Extraction Dispense off Off Offi On On Off On Off Of Off 3.5 2.0
Rincage de la Dispense Offf Offf Offf On| On| Off On Off Off Off 1.5 5
cellule Aspire Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | On 1.0 23
d'extraction Aspire Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off | Off 5.0 15
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[11.3.2.2. Présentation et optimisation des patagseinfluencant la dérivation en flux

des acides gras volatils

La dérivation des acides gras volatils par notstesye en flux est influencée principalement
par des facteurs tels que le pH d’activation emiation ainsi que par le débit d’extraction.
Afin d’obtenir le meilleur rendement de dérivatiend’extraction du dérivé, ces facteurs ont

éte optimiseés.

111.3.2.2.1. Optimisation de I'étape d’activation

Comme on l'a vu précédemment (cf. Chapitre ll)tdje d'activation constitue la premiére
partie de la procédure de dérivation des aciddsoggliques. L’'optimisation de cette étape
consiste principalement a étudier I'influence devédeur du pH. Les différents essais de
linfluence du pH sur la réaction de formation dwguit intermédiaire ont été effectués en
présence de I'EDC [60 g/L] (activateur primaire darbone portant le groupement
carboxylique, solubilisé dans I'éthanol) et de I'BID [3,3 g/L] (activateur secondaire du

carbone porteur du groupement carboxylique).
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Figure 67: Variation de l'intensité de fluorescenceen fonction du pH dans I'étape

d’activation
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Les résultats obtenus et présentés sur la figurenéitrent que la formation du produit
intermédiaire, activé par des composés carbodisni®C et HOBT), est dépendante du pH.
En effet, on peut observer que l'intensité de #socence augmente dans un premier temps
avec le pH jusqu'a obtenir une intensité maximabeirpun pH compris entre 3,5 et 4.
L’intensité de fluorescence décroit ensuite avaggmentation du pH. Une diminution ou une
augmentation au-dela de cette gamme de pH condoira a la diminution de I'efficacité des
agents activateurs. Afin d’optimiser I'étape d’aation du carbone porteur du groupement —
OH des acides carboxyliques étudiés, le pH du migactionnel de cette premiére étape sera

donc fixé a 4.

Une fois le pH choisi, une étude du temps d’adiivat été effectuée. Le temps d’activation
dans le systéme en flux a été varié entre 0 es8606ndes. La figure 68 montre que l'intensité
de fluorescence atteint un maximum au bout de Zite# et que cette intensité reste stable
au-dela. C’est donc ce temps de 120 secondes ruiusésé pour I'activation du carbone

portant le groupement carboxylique.
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Figure 68: Optimisation du temps d’activation dande systeme en flux.
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[11.3.2.2.2. Optimisation de I'étape d’amidation

Comme dans I'étape précédente, la réaction d’ainidast aussi fortement influencée par le
pH. En effet, une étude effectuée en ajoutant destiés croissantes de NaOH (1 md).&

la solution réactionnelle contenant 1,1 §.0’EDAN a permis d'établir que la réaction

d’amidation est beaucoup plus efficace lorsqu’eBeréalisée en milieu basique (Figure 69),
C’est pourquoi, le pH de la réaction d’amidatiohfeste a 8, valeur permettant d’obtenir un

rendement d’amidation optimum.
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Figure 69: Optimisation du pH de I'étape d’amidatian avec 'EDAN.

Une fois le pH d’amidation établi, le temps nécessa la réaction d’amidation a été
optimisé. Les résultats obtenus et représentédastigure 70 montrent que la cinétique
d’amidation avec 'EDAN est tres rapide, puisquetiabilité de cette étape est obtenue en 30

secondes a un pH de 8.
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Figure 70: Optimisation du temps de réaction de dévation avec une solution standard

de 10 mg.L* d'acide acétique.

[11.3.2.2.3. Optimisation de I'étape d’extraction

Comme déja évoqué dans le chapitre précédent lelpitce 1), une étape d’extraction
liquide-liqguide du dérivé formé est nécessaire afan s’affranchir des problémes liés a
l'inférence de l'autofluorescence produite par '&AR. Cette étape permet donc d’éliminer

I'excés d’EDAN qui pourrait masquer la fluorescedcedérivé formé détectéa= 395nm.

111.3.2.2.4. Influence du débit d’extraction

Dans notre systeme MSFIA-MPFS, le débit d’extractou dérivé est aussi le débit de
détection, puisque la poussée du mélange réactjamé deuxiéme boucle d’attente (HC-2)
vers la cellule de détection, est effectuée alefuxr mesure que le mélange réactionnel passe
par la cellule d’extraction. Un débit d'extractiomop rapide induit des rendements
d’extraction du dérivé faibles, des pics de fluoesses beaucoup plus minces et des
intensités de fluorescence plus faibles ; or, Eemsle de ces parametres influent directement

sur la sensibilité de la méthode.
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Afin d'étudier lI'influence de ce débit d’extractienr la détection du dérivé et la cinétique de
formation du dérivé, nous avons fait varier le tiéld 0,5 & 3 ml/min. Comme le montre la
figure 71, on obtient une stabilité du signal defescence lorsque le débit de circulation est
fixé aux alentours des 2 ml/min ; au-dela de 2 nml/rfintensité de fluorescence du dérive
diminue trés peu. Choisir un débit plus faible duel/min impliquerait une procédure de
dérivation beaucoup plus longue, et des fluctuatiimtensité de fluorescence beaucoup plus
importantes, c’est pourquoi le débit de 2 ml/migtéretenu : ce débit, permet d'atteindre une

fréequence d'analyse de neuf échantillons par heure.

160

Intensité de fluorescence (u.a)

0 100 200 300 400 500 600 700
Temps (sec)
— Q =0,5ml/min —— Q =1ml/min Q =1,5ml/min
Q =2ml/min —Q =2,5ml/min —— Q =3ml/min

Figure 71 : Influence du débit sur l'intensité de fuorescence et le temps d'extraction du

dérivé amide formé

La figure 72 présente un exemple de quatre réplimatenus pour la détection d'une solution
d'acide acétique standard 100 mijdvec les paramétres optimisés préalablement. rBifté
volumes d'échantillon ont été testés afin d'obteEnmeilleur compromis entre l'intensité de
fluorescence du dérivé amidé formé et les répomss pics. Un volume de 400 ul
d'échantillon a été retenu : il permet d'obtenie bonne sensibilité et une bonne répétabilité
des réponses pour la détection des acides grasis/dins les échantillons testés.
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Figure 72: Réponse du systeme d'analyse MSFIA-MPH®oposé avec 100mg/L d'acide
acétigue (volume de I'échantillon: 400 pL ; temps ‘dctivation : 120 sec ; temps

d’amidation: 30 sec ; débit d'extraction: 2ml.min*. ---- Blanc Acide acétique).

[11.3.2.3. Caractéristiqgues analytiques

La courbe d'étalonnage a été tracée en utilisansdetions d'acide acétique préparé a partir
d'une solution standard de 1000 mj).L'acide acétique a été sélectionné comme cong®sé
référence en raison de sa forte prédominance pgasm\GV durant I'étape d’acidogénése,
lors de la décomposition anaérobique de la mateganique (Honget al, 2009). C'est
pourquoi par la suite, les intensités d'émissiofflutlrescence mesurées sur des échantillons

réels ont été exprimées en équivalents - acidéqaest

La droite de régression (Figure 73) présente unailmende linéarité qui s’étend jusqu'a
1000 mg.L* avec un trés bon coefficient de régression (RD9%Y). Pour des concentrations
plus élevées, l'intensité de fluorescence n’ess pioportionnelle a la concentration en AGV.
La fonction d’étalonnage devient de type polynomidlfaut souligner que, par exemple dans

les boues d'épuration municipales, les conceniaten AGV sont dans la gamme 30-800
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mgL? (Sosnowskiet al, 2008) ; la méthode développée peut donc étrdigaie sans

problémes au suivi des AGV dans les usines detnaitits des boues de station d’épuration.
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Figure 73: Corrélation entre l'intensité de fluoresence et les concentrations en acide

acétique

111.3.2.3.1. Limites de détection et limites de wfification

Les résultats obtenus pour les limites de détectienquantification et la sensibilité ont été
établis en utilisant les intensités de fluorescestmtenues avec une cellule en quartz, opérant
en flux continu,, avec un trajet optique de 1,5 etman volume interne de 28.. Les limites

de détection ont été calculées sur 10 dosagedutesale concentration nulle en analyte.

La limite de détection établie est 5,1 m{t la limite de quantification de 19,1 mg.LCette
limite de détection obtenue constitue donc la vai@sse de notre gamme d’application, ainsi
les valeurs de concentrations obtenues par nottieoae de dosage pourront étre considérées

comme fiables lorsqu’elles seront supérieures @aledag cette limite de quantification.
111.3.2.3.2. Sélectivité

La sélectivité de la méthode développée pour leleagras volatils a tout d'abord été testée

avec une sélection d'acides carboxyliques parmi abédes carboxyliques aliphatiques a
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longue chaine et acides carboxyliques aromatiqea®poses les plus rencontrés dans les

échantillons chargés en acides carboxyliques.

Tableau 26 : Réponses de fluorescence de diversdms carboxyliques apres dérivation
(% Intensité de fluorescence = (Intensité de fluoseence de I'acide carboxylique cible /
Intensité de fluorescence d'une solution d'acidecétique & 50mglL?) x 100). Tous les

acides carboxyliques ont été testés & une concertoa de 50 mgL*

Acide Carboxylique % Intensité de
50 mg/ml fluorescence
Acétique 100

Propionique 104
Butyrique 114
Valérique 89
Succinique 28

Lactique 17
p-OH Benzoique 9
Formique 5
Citrique 3
Fumarique 2
Tartrique 1
Oxalique 1

Coumarique 1

Pyruvique 1

Les résultats obtenus sont présentés dans le taldéa et montrent que la méthode
développée est spécifique des acides gras volgiissque seuls les acides acétique,
propionique, butyrique et valérique réagissent awect rendement important. Assez
étonnamment, l'acide formique, qui n'est pas urmdeadras volatil, mais qui est I'acide
carboxylique le plus simple n’affiche que 6% deténsité de la fluorescence d'une solution

d'acide acétique 50 mgL

L'affinité des AGV (C2 - C5) peut étre expliquéeinmipalement par deux raisons. La
premiere est basée sur la valeur du pH utiliséederl'étape d'activation du groupe carbonyle.
En effet, a pH 4, la protonation de 'oxygene présians la fonction carbonyle est possible,
en conséquence, les acides dont les valeurs despKtaautour de 4,8 (tels que l'acide
acétigue, propionique, butyrique, et valérique)twareux réagir avec les réactifs d’activation
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gue les acides ayant des valeurs de pKa infériedrgtels que l'acide pyruvique (pKa 2,9);

I'acide citrique (pKa 3,1); I'acide tartrique (pK3).

La seconde raison est basée sur 'encombremeigustéEn effet, il est connu que les agents
nucléophiles (EDAN dans notre cas) réagissent fphusdement avec les groupements
carbonyles sans encombrement. Ce qui expliqueilidefeéactivité des acides ramifiés tels
gue les acides malique, citrique, ellagique et cnione, ainsi que les acides carboxyliques

aromatiques.

Une étude réalisée par Iwasaeial. (2003) avait d’ailleurs déja permis d’établir glas
acides carboxyliques sont particuliéerement peutiféadans un environnement stériquement
« encombré ». D’autre part, la chimiosélectivités déactions d’amidation est fortement
déterminée par les propriétés électroniques despgroents de substitutions situés en
positiona du carbone porteur du groupement carboxylique déeet al, 1972). Ceci permet
d’expliquer que la présence de groupements donriélectrons en positiom du carbone
porteur du groupement carboxylique de la plupastdieet de tri- acides carboxyliques testés

nuisent a I'activation de ce carbone et induisemcddes rendements d'amidation trés faibles.

[11.3.2.3.3. Interférences

Une étude des interférents potentiels a la méthedaétection que nous avons développée a
été réalisée afin de savoir si d’autres compos@snigues et/ou inorganiques, trouvés
fréguemment dans les échantillons testés, peungpéeher la détection des AGV.

Il existe difféerents types d’interférences poteligse induites par la présence de composés

organiques ou inorganiques.

En effet, ces composés peuvent :

- soit réagir avec l'amine fluorescente, augmentnsi la réponse de lintensité de
fluorescence réelle: Ce type d'interférence pem¢ €ausé par des composés naturels
organiques avec des groupes fonctionnels réatgis,que les acides humiques, les acides

aminés, les hydrates de carbone, ou les aldéhydes)
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- soit empécher la dérivation et donc la détectles AGV : il peut s’agir des alcools, des

amines et des cations métalliques.

Le tableau 27 montre les concentrations maximaksables des composés organiques ou
minéraux potentiellement interférents, apres déowade solutions standards contenant

50 mg.L'd’acide acétique.

Les concentrations limites des composés présemiés lg¢ tableau suivant représentent les
concentrations de ces composés n’'induisant payanmetion du signal de fluorescence des
AGV de plus de 5%. En effet, un élément ou compestéconsidéré comme interférent
lorsque sa concentration modifie de facon sigrifiea(supérieure a 5%) la valeur du signal

résultant de la détection fluorimétrique du déedaéboxylique.

Tableau 27 : Concentration maximale tolérable de aoposés organiques et minéraux
pour des solutions standards de 50 mg:td’acide acétique

L. . Concentrations testées sans interférence
Composes interférents 21
(mg L")
Ethanol 340
Ethylamine 360
Cw' >1500
Fe;" 1400
NH," 750
Acide Humique >1200
Glycine 340
Alanine 340
Glucose 340
Benzaldehyde 340
Butyraldehyde 340

111.3.2.4. Validation

La méthode proposée a été validée en analysardédesitillons de boues d'épuration. Ces
échantillons provenant d'une station d'épuration tdetement des boues de Marseille,
(France) ont été recueillis a différentes étapedaddigestion anaérobie (boues brutes a

l'arrivée en station de traitement, avant et apgescuves de fermentation, et apres traitement
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final des boues). Avant analyse, ces échantilloriseté centrifugés a 6000 rpm pendant 15

min, puis filtrés grace a des filtres PES 0,8um.

Les échantillons ont été préalablement analysélpamatographie ionique (HPIC), et les
concentrations des AGV ont été exprimées en éeiivalcide acétique (en md ld'acide
acétigue). La droite de régression établie engedsultats obtenus par la méthode en flux et
ceux obtenus par la méthode de référence (HPI@E gente proche de I'unité (Figure 74), ce
qui montre que la justesse des résultats fournislgpanéthode développée est bonne. Le

coefficient de corrélation, de 0,9795 pour la déiaation des AGV est tres satisfaisant.
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Figure 74: Droite de corrélation établie entre legésultats obtenus par la procédure en

flux et ceux obtenus par HPIC pour le dosage des AG

111.3.2.5. Conclusion

Les résultats obtenus avec la méthode en flux sgr éhantillons réels confirment la
spécificité de la méthode pour la détection desleacigras volatils, ainsi que Il'absence
d’interférences potentielles causées par divergposants intrinseques de I'échantillon.
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C’est pourguoi, il nous semble que cette méthodenaatisée de détection des AGV a un

grand intérét industriel et environnemental, patigzement dans les stations de traitement
des boues, puisque le suivi de la concentratiotedecides est couramment utilisé comme un
indicateur physico-chimique de la digestion desién@ organiques dans le digesteur. Les
valeurs obtenues par cette méthode automatiséganitulierement précises pour ce type de
processus, permettant de suivre les AGV dans umengaallant de 19-1000 mg'L(exprimé

en équivalent acide-acétique), avec une fréguenemalyse pouvant atteindre neuf

échantillons par heure.

Il est important de noter que les caractéristicareaytiques de la procédure ont été établies
principalement en fonction du débit d’extractiom &nséquence, une augmentation du débit
d’extraction permettrait d’augmenter les limites détection et de quantification de la
meéthode et permettrait également d’augmenter langahe concentration analysable par la
procédure en flux. Cette versatilité apportée parape d’extraction, pourrait permettre
d’adapter I'analyseur au suivi des AGV dans destetas anaérobiques fonctionnant a des

concentrations supérieures a 1000 rifg.L
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La matiére organique dissoute est composée d'urangél complexe et extrémement
diversifié de familles de molécules organiques @daat une multitude de groupements
fonctionnels qui leur procurent un caractéere réactiportant, selon I'environnement

considéré. En conséquence, la MOD intervient dansha@mbreuses réactions physiques,
chimiques et biologiques dans écosystémes natateBnthropisés, et est donc susceptible
d’'influencer les processus de transferts d’élémeuts interfaces, d’agir comme puits et
source de nutriments, d’intervenir dans les cyblegéochimiques, ainsi que dans le transport

et la biodisponibilité des polluants.

L’objectif de ce travail était le développement muméthode alternative de détermination
qualitative et quantitative des groupements fomcteds de grand intérét environnemental tel
que les acides carboxyliques, les thiols et lenamiprésents dans la matiére organique de
différents écosystémes, et été porté par la nééadsine méthode de caractérisation rapide,
simple et spécifigue des principaux composés imghkgdans les diverses processus

réactionnels de la MOD.

Le développement des méthodes alternatives detidétates groupements fonctionnels que
nous avons mis au point est basé sur I'utilisatieriechniques automatisées d’analyse en flux
et de lecteurs de microplaques associées a dessétip dérivation, de détection par
fluorescence et d’extraction, chacune de ces étagast été optimisée en fonction du

groupement fonctionnel analysé.

Pour atteindre ces objectifs, une premiére étapéebaur I'étude des parametres influencant
la dérivation et la détection des composés étudiéss effectuée. Lors de cette étude, des
parametres tels que le pH (de dérivation, actim&imidation/extraction (AGV), de réduction
(thiols oxydés), de quantification d’interférentHlN), le type et le pourcentage de solvants, le
temps de réaction, la concentration et le ratio déactifs, ont montré leurs roles
prépondérants dans la stabilité et I'intensitélderéscence de chacun des dérivés formés. La
prépondérance de ces difféerents paramétres eti€éta leur interaction a été effectué soit de
maniére empirique (comme pour la méthode AGV), epiutilisant des études multivariées
par le biais de plans de criblage pour les compasésés et thiols afin d’identifier les
principaux parametres d’influence.

Ces plans de criblage ont montre que, pour les osggpaminés, un seul facteur avait une

influence sur la formation du dérivé, alors que rptai dérivation des thiols, plusieurs
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parametres nécessitaient d’étre optimisés simutiané C’est pourquoi un plan
d’expériences et de désirabilité a été réaliséuamntent pour les thiols, une approche pas-a-
pas étant suffisante pour les composés aminéspl@es (de criblage puis d’expériences et
enfin de désirabilité¢) ont permis doptimiser tougs parameétres, en un minimum
d’expériences (selon I'un des principes dechamie vertg¢ et d’apporter de nombreuses
informations sur les interactions entre chacun de paramétres (et ainsi d’élucider les

contradictions relevées dans les différentes patiins scientifiques).

Suite a l'optimisation de ces parametres, les nihaéveloppées ont été automatisées soit
pour un suivi en ligne (systéme en flux), soit pour suivi sur site ebff-line (lecteur de
microplaques).

Parmi les techniques d’automatisation en flux, yetame combiné MSFIA-MPSA a été
retenu pour la détermination des concentration8@¥. Cette technique est particulierement
adaptée au suivi de ces composés dans des systE@@obiques (stations d’épurations,
stations de traitement des boues, usines de ms#tiam, ...). Les différents parametres de
I'analyse en flux (vitesse de détection, réacteuntlange, cellule de détection, agencement
du mélange réactionnel, cellule d’extraction, dettt été étudiés et optimisés.

La mise au point de l'analyse de composés aminéthiels a été effectuée pour des
applicationsoff-line, par la mise au point de kits de détection en opiagues fonctionnant
sur la base d’'une détection fluorimétrique. Lesdittons opératoires (temps d’agitation,
température, volume de I'échantillon, programmexé&rition) ainsi que le matériel de la

microplaque ont été développés et optimisés poacwie de ces deux fonctions.

Les kits développés ainsi que la méthode en fluxébé validés soit par des méthodes de
références (chromatographiques), soit par la méthaes ajouts dosés (dans les cas ou |l
n'existait pas de méthode de référence). Ces valitasur des échantillons synthétiques et
réels se sont avérées pleinement satisfaisantscdrastéristiques analytiques des méthodes
de détection des thiols et des composés amingaamiré de meilleures performances que les
méthodes conventionnelles de quantification (pang)de par rapport a la méthode d’Ellman,

permettant la quantification des composés thidles performances analytiques obtenues
pour l'analyse en flux des AGV permettent une aallilité de notre méthode avec les

concentrations fréquemment rencontrées dans le&Ensgs de traitements anaérobiques.
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Le couplage de la dérivation par fluorescence defaections d’intérét environnemental et
industriel a des techniques d’automatisation dtitdemicroplaque a permis le développement
et la mise au point de méthodes simples, rapigessifsjues et adaptées a l'analyse d’un
nombre important d’échantillons pour lesquels |aamen ceuvre de méthodes standard peut
étre fastidieuse et difficile a mettre en placetipalierement pour les analyses sur site.

C’est pourquoi, il nous semble que les méthodepga®es dans ce travail de recherche sont
particulierement adaptées pour leur utilisation ste, voire en laboratoire, pour le suivi en
temps réel de I'évolution de ces composés. De phssfaibles quantités de réactifs mis en

ceuvre pour ces déterminations entrent pleinemens léa objectifs de lehimie verte

A la fin de ce travail doctoral, on peut mettreémdence de nhombreuses applications et des
perspectives de recherche a la fois dans le donf@itamental et dans le domaine appliqué.

A titre d’exemples, les premiéres applicationsételoppements devraient concerner :

- l'intégration des données permises par les kétgelbppés dans I'objectif de contribuer a
I'amélioration des modeles géochimiques utiliséarg@&tude des transferts réactifs afin de
comprendre les mobilisations polluants (métauxtigdss, etc.) dans les sols et mieux
surveiller la qualité des eaux. La prise en condetesites de complexation potentiels présents
a la surface de la MOD (thiols, carboxyliques, ams)n devrait permettre de mieux
appréhender les phénoménes de complexation et denmieux prédire le transfert des
contaminants métalliques dans la biosphére (pampbee un modéle de type PHREECQ-
MOD) ;

- la méthode mise au point pour la détection desggments thiols devrait étre étendue a des

composeés de haut intérét environnemental et semittimme I'’hydrogéne sulfuré £8) ;

- la méthode mise au point pour les amines pourraddm étendu et optimisé pour la
détection sélective des chloramines qui sont let&gtuellement d’interrogations persistantes
sur leur dangerosité et sur leur présence impatdahs les piscines désinfectées au chlore
(Afsset, 2010).

Ces exemples ne sont donnés qu’a titre indicati§ s@ulignent I'intérét potentiel des travaux

menés dans le cadre de ce travail de these.
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Annexe 1

Limites de qualité des eaux brutes de toutes origines utilisées pour la production d’eau
destinée a la consommation humaine, a I’exclusion des eaux de source conditionnées et
des eaux minérales naturelles

[Arrété du 11 janvier 2007 relatif aux critéres de qualité des eaux brutes et des eaux destinées a la consommation humaine
mentionnées aux articles R.1321-2, R.1321-3, R.1321-7 et R.1321-38 du code de la santé publique].

Groupes de parameétres Paramétres Limites de qualités
Paramétres organoleptigues |Couleur (Pt)* 200 mg/l
Chlorures (CI)* 200 mg/l
Paramétres physico- Sodium (Na*)* 200 mg/l
chimiques liés a la structure  |Sulfates (SO,*)* 250 mg/l
naturelle des aeux Taux de saturation en oxygéne dissous pour les eaux superficielles* > 30%
Température™ ' < 25T
Agents de surface réagissant au bleu de méthyléne (lauryl-sulfate de sodium) 0,5 mg/l
Ammonium (NH,") 4 mg/l
Baryum (Ba) pour les eaux superficielles 1 mg/l
N Carbone Organique Total (COT) 10 mg/I
Parametres 'con’cgrnant les Hydrocarbures dissous ou émulsionnés 1 mg/l
substances indésirables Nitrates pour les eaux superficielles (NO3) 50 mgl/l
Nitrates pour les autres eaux (NO3-) 100 mg/l
Phénols (indice phénol) (CgHsOH) 0,1 mg/l
Zinc (Zn) 5 mg/l
Arsenic (As) 100 pg/l
Cadmium (Cd) 5 pg/l
Chrome total (Cr) 50 pg/l
Cyanures (CN-) 50 pg/l
Parameétres concernant les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)
substances toxiques Somme des composés suivants : fluortanthene; benzo[b]fluoranthene; benzo(k)fluoranthene, 1 pg/l
benzo(a)pyrene, benzo (g,h,iJpéryléne et indénol[1,2,3-cd] pyréne.
Mercure (Hg) 1 pg/l
Plomb (Pb) 50 pg/l
Sélénium (Se) 10 pg/l
Pesticides Par substances individuelles, y compris les métabolites 2 pg/l
Total 5 ug/l
Parameétres microbiologiques Entérogoq_ues - 10 000/100 ml
Escherichia coli 20 000/100 ml

* L 'avis de I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des alimentys n'est pas requis pour les paramétres notés *
t La limite de qualité pour le paramétre température ne s'applique pas dans les départements d'outre-mer
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Annexe 2

Teneurs limites en éléments traces métalliques dates boues

(Annexe | de I'arrété du 8 janvier 1998 « fixarg [@escriptions techniques applicables aux épansla@geboues
sur les sols agricoles pris en application du déaergd7-1133 du 8 décembre 1997 relatif a I'épanddgs
boues issues du traitement des boues issues dentierits des eaux usées »)

ELEMENTS TRACES METALLIQUES VALEUR LIMITE DANS LES BOUES | FLUX MAXIMUM CUMULE appgrte
(en mg/kg MS) par les boues en 10 ans (g/m°)

Cadmium 10 0,015

Chrome 1000 1,5

Cuivre 1000 1,5

Mercure 10 0,015

Nickel 200 0,3

Plomb 800 1,5

Zinc 3000 4,5

Chrome + cuivre + nickel + zinc 4000 6

Teneurs limites en composés traces organiques dades boues
(Annexe | de l'arrété du 8 janvier 1998 « fixarg [@escriptions techniques applicables aux épanslageboues
sur les sols agricoles pris en application du déarg97-1133 du 8 décembre 1997 relatif a I'épanddegs
boues issues du traitement des boues issues dentierits des eaux usées »)

VALEUR LIMITE DANS LES BOUES (en mg/kg| FLUX MAXIMUM CUMULE apporté par les boues

2,

COMPOSES ORGANIQUES MS) en 10 ans (g/m’)

Cas général EpaAndage sur Cas général EpaAndage sur
paturages paturages

Total des 7 pricipaux PCB 0,8 0,8 1,2 1,2

Fluoranthéne 5 4 7,5 6

Benzo(b)fluoranthene 2,5 2,5 4 4

Benzo(a)pyréne 2 15 3 2
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Annexe 3

Liste des substances prioritaires a surveiller enastie de STEP de capacité supérieure a 6000
kg/jour ou STEP susceptibles de les recevoir

(Annexe V de l'arrété du 22 juin 206a1atif & « la collecte, au transport et au traitent des eaux usées des agglomérations
d’assainissement ainsi qu’a la surveillance de leanctionnement et de leur efficacité, et aux digfffe d’assainissement
non collectif recevant une charge brute de pollutimganique supérieure a 1,2 kg/j de DBD

NU'ordre UE Nom de la substance
1 Alachlore
5 Diphényléthers bromés
7 C10-13-chloroalcanes
8 Chlorfenvinphos
9 Chlorpyrifos
12 Di(2-éthylhexyl)phtalate
13 Diuron
15 Fluoranthene
19 Isoproturon
24 Nonylphénols
25 Octylphénols
26 Pentachlorobenzéne
30 Composés du tribuylétain
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Annexe 4

Liste des polluants soumis a déclaration pour lesT&P > 100 000 EH
(Annexe Il de l'arrété du 31 janvier 2008 relatifi aegistre et a la déclaration annuelle des émissipolluantes et des

déchets
" - SEUIL DE REJETS
NUg'AESRO gxmg:g POLLUANT (1) Dans l'air Dans l'eau Dans le sol
(ka/an) (ka/an) (ka/an)
74-82-8 Méthane (CH4). 100 000 (*) -2 -
630-08-0 Monoxyde de carbone (CO). 500 000 - -
124-38-9 Dioxyde de carbone (CO2) (3). 10 000 000 (*) - -
Hydrofluorocarbones (HFC) (4). 100 - -
10024-97-2 Protoxyde d'azote (N20). 10 000 (*) - -
7664-41-7 1351 Ammoniac (NH3). 10 000 15 000 -
Composés organiques volatils non méthanigues (COVNM). 30 000 - -
Oxydes d'azote (NOX/NO2). 100 000 (*) et (**) - -
Perfluorocarbones (PFC) (5). 100 - -
2551-62-4 Hexafluorure de soufre (SF6). 20 - -
Oxydes de soufre (SOx/SO2). 150 000 () et (**) - -
1551 Azote total. - 50 000 50 000
7723-14-0 1350 Phosphore total. - 5 000 5 000
Hydrochlorofluorocarbones (HCFC) (6). 1 - -
Chlorofluorocarbones (CFC) (7). 1 - -
Halons (8). 1 - -
Trifluorure d'azote (NF3). 500 - N
1370 Aluminium et composés (exprimés en tant que Al (9). - 2 000 2 000
Antimoine et composés (exprimés en tant que Sb) (9). 10 - -
369 Arsenic et composés (exprimés en tant que As) (9). 20 (*%) 5 5
388 Cadmium et composés (exprimés en tant que Cd) (9) 10 (*9) 0 5
38! Chrome et composés (exprimés en tant que Cr) (9). 100 (™) 50 50
37 Chrome hexavalent et composés (exprimés en tant que Cr V1) (9). - 30 30
37 Cobalt et composés (exprimés en tant que Co) (9). 5 40 -
39 Cuivre et composés (exprimés en tant que Cu) (9). 100 (*9 50 50
39 Fer et composés (exprimés en tant que Fe) (9). - 3000 3000
38 Mercure et composés (exprimés en tant que Hg) (9). 10 () [5) 1
394 Manganése et composés (exprimés en tant que Mn) (9). 200 () 500 500
440-02- 386 Nickel et composés (exprimés en tant que Ni) (9). 50 (**) 0 20
[ 7439-92- 382 Plomb et composés (exprimés en tant que Pb) (9). 200 (%) 0 20
440-31- 380 Etain et composés (exprimés en tant que Sn) (9). 2 000 200 200
440-32- 37 Titane et composés (exprimés en tant que Ti) (9). - 100 100
440-66- 38 Zinc et composés (exprimés en tant que Zn) (9). 200 100 100
15972-60-8 3] Alachlore. - [¢)
309-00-2 e} Aldrine. 1 o)
1912-24-9 0 Atrazine. - [6)
57-74-9 3! Chiordane. 1 1
143-50-0 866 Chlordécone. 1 1
470-90-6 464 Chiorfenvinphos. - o)
85535-84-8 955 Chioro-alkanes (C10-C13). - )
2921-88-2 083 Chlorpyriphos. - [¢)
50-29-3 148 Total DDT (y compris les métabolites DDD et DDE). 1 3]
107-06-2 61 1,2-dichloroéthane (DCE). 1000 0 10
75-09-2 68 Dichlorométhane (DCM). 1000 0 10
60-57-1 73 Dieldrine. 1 0
330-54-1 7 Diuron. - 0
115297 4 Endosulphan (mélange disoméres). - [6)
72-20-8 8 Endrine. 1 [¢)
0 Composés organohalogénés (exprimés en tant que AOX) (10). - 1 000 1000
76-44-8 S Heptachlore. 1 1
118-74-1 199 Hexachlorobenzéne (HCB). 10 [3)
87-68-3 652 Hexachlorc i ). - [¢)
608-73-1 201 1.2,3,4,5,6-hexachlorocyclohexane (HCH). 10 o
58-89-9 1203 Lindane. o 1
2385-85-5 Mirex. 1 1
PCDD + PCDF (dioxines + furannes) (en Teq) (11). 0,0001 (**) 00,0001 00,0001
608-93-5 888 Pentachlorobenzéne. [e) 1
| 87865 235 Pentachiorophénol (PCP). 10 ) 1
1336-36-3 I3} Biphényles polychlorés (PCB). 0.1 0.1 0.1
122-34-9 Simazine. - [¢) 1
127-18-4 Tétrachloroéthyléne (PER). 2 000 o) -
56235 Tétrachlorométhane (TCM). 100 [3) -
[12002-48-1 0 Trichlorobenzénes (TCB) (tous les isoméres). 10 [§) -
| 71-55- 1.1,1-trichloroéthane (TCE). 100 - -
34 1.1,2 2 tétrachloroéthane. 50 - -
01 286 Trichloréthyléne (TRI). 2 000 ) -
| 67-66- 135 Trichlorométhane (chloroforme). 500 [) -
8001-35-2 279 Toxaphéne. 1 1 1
75-01-4 753 Chiorure de vinyle. 1000 10 10
120-12-7 458 Anthracéne. 50 [3) 1
71-43-2 114 Benzéne. 1000 [¢) 200
32536-52-0 609 Diphényléthers bromés (PBDE) (12). - ) 1
25154-52-3| 1957 Nonyphénols et éthoxylates de nonylphénol (NP/NPE). - o 1
100-41-4 1497 Ethylbenzéne. - [3) 200
75-21-8 Oxyde d'éthyléne. 1000 10 10
34123-59-6| 1208 Isoproturon. - o 1
91-20-3 1517 Naphtaléne. 100 0 10
Composés organostanniques (en tant que Sn total). - 50 50
17-81- 461 Phtalate de di (2-éthylhexyl) (DEHP). 10 0 1
| 108-95- 440 Phénols (en tant gue C total) (13). 1000 20 20
91-24- 118 Benzo(g.h.i)péryléne. - 0 -
07-08- 117 Benzo(k)fluoranthéne. o
193-39-5 1204 Indeno(1,2,3-cd)pyréne. o
50-32-8 1115 Benzo(a)pyréne. o
205-99-2 1116 Benzo(b)fluoranthéne. o
Hydrocarbures. - 10 000 -
108-88-3 78 Toluéne. - o) 200
688-73-3 20 Tributylétain et composes (15). - [6) 1
892-20-6 79 Triphénylétain et composés (16). - 1 1
25 Carbone organique total (en tant que C total ou DCO/3). - 50 000 -
Demande chimique en oxygéne (DCO). - 150 000
Demande biologique en oxygéne (DBO5). - 43 000 -
Matiéres en suspension (MES). - 300 000 -
1582-09-8 1289 Trifluraline. - [e) 1
1330-20-7 1780 Xylénes (17). - [3) 200
16887-00-6| 1337 Chiorures (en tant que Cl total). - 2 000 000 2 000 000
Chiore et composés inorganiques (en tant que HCI). 10 000 (%) - -
1332-21-4 1759 Amiante. 1 1 1
57125 1390 Cyanures (sous forme de CN total). - 50 50
16984-48-8| 1391 Fluorures (en tant que F total). - 2 000 2 000
Fluor et composés inorganiques (en tant que HF). 5 000 (") - -
74-90-8 Acide cyanhydrique (HCN). 200 - -
Sulfure d'hydrogéne (H2S). 3 000 - -
14808-79-8| 1338 Sulfates. - 1 500 000 -
Particules (PM10). 50 000 - -
Poussiéres totales. 150 000 (9 - -
1806-26-4 20 Octylphénols et éthoxylates d'octylphénol. - [) -
206-44-0 E) Fluoranthéne. - [¢) -
465-73-6 0 Isodrine. - ) -
36355-01-8 92 Hexabromobiphényle. 0.1 0.1 0.1
50-00-0 702 Aldéhyde formique (formaldéhyde). 1500 300 -
62-53-3 2605 Aniline. - 3 000 -
302-01-2 Hydrazine. 100 0 -
67-56-1 2052 Méthanol (alcool méthylique). 20 000 5 000 -
75-07-0 ‘Acétaldéhyde (aldéhyde acétique ou éthanal). 200 N -
107-13-1 Acrylonitrile. 1000 - -
106-99-0 1.3-butadiéne. 15 000 - -
74-87-3 Chlorométhane (chlorure de méthyie). 15 000 - -
1319-77-3 Crésol (mélanges d'isoméres). 200 - -
123-91-1 1.4-dioxane. 1000 - -
106-89-8 Epichlorhydrine (1-chioro-2,3-époxypropane). 100 - -
75-56-9 Oxyde de propyléne (1,2-époxypropane). 2 000 - -
75-15-0 Sulfate de carbone. 50 000 - -
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} excitation (nm)

Annexe 5

Massifs 3D a considérer lors de I'étude de la MODar spectrofluorescence
(d’aprés Cherrt al, 2003)
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Annexe 6

Définition et calcul des limites de détection (LD)et de quantification (LQ) selon la

procédure proposée par AFNOR
- Limite de détection

La limite de détection est la plus petite quantitén analyte a doser dans un échantillon,
pouvant étre détectée et considérée comme difE2chnblanc (avec une probabilité donnée),
mais non nécessairement quantifiee comme valewtex@n fait, il faut prendre en compte

deux risques :

- le risquea de considérer la substance présente dans un #lcmaators que sa
grandeur est nulle
- le risquep de considérer absente une substance alors quearsaegr n'est pas

nulle
La détermination de la limite de détection s’appsig les résultats (exprimés en valeur
d’'information) des analyses répétitives du blar ghalyses). La limite de détection § {3,

exprimée en valeur d’information, s’obtient ainsi :

LD planc = Yblanc + Kd Solanc

ouU : ¥pianc €St la valeur d’information moyenne du blangsl’écart-type des valeurs

d’'information sur le blanc etykun coefficient fonction des risquestf3
Ka = (t-q + ti-p) V2 = 22 t,, (Si On considérenit, et & gidentiques)

ou: t., estle risque unilatéral lu dans la table de Stuéda fonction du degré de

liberté et du niveau de signification

Ensuite, la concentration correspondant a lad.Pest calculée en utilisant 'équation de la

droite d’étalonnage.
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- Limite de quantification

La limite de quantification est la plus petite gtaar d’'un analyte a doser dans un échantillon
pouvant étre déterminée quantitativement dans aieditions expérimentales décrites dans la
méthode avec une variabilité définie (coefficieatvdriation déterminé). La détermination de
la limite de quantification s’appuie également das résultats (exprimés en valeur
d’'information) des analyses répétitives du blana.limite de quantification est considérée
comme étant égale a la grandeur moyenne du blaagualle on ajoute 10 fois I'écart type
obtenu sur le blanc. La limite de quantification pla exprimée en valeur d’'information
s’obtient ainsi :
LQblanc = Jblanct 10 $ianc

Ensuite, la concentration correspondant a lad.€est calculée en utilisant I'équation de la

droite d’étalonnage.
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Annexe 7

Ce travail de thése a fait I'objet de différentasblications, communications orales et par
voie d’affiche, ainsi que I'objet de dépbt de biteve

¢ PUBLICATIONS

F. Robert-Peillard, E. Palacio-Barc¥. Dudal, B. Coulomb, J.-L. Boudenn&lternative
spectrofluorimetric determination of short-chain \atile fatty acids in aqueous samples
Analytical Chemistry, 2009, 81(8), 3063-3070.

E. Palacio-BarcoF. Robert-Peillard, B. Coulomb, J.-L. Bouden@n-line analysis of
volatile fatty acids in anaerobic treatment processAnalytica Chimica Acta, 201®68(1),
74-79.

& COMMUNICATIONS ORALES ET PAR VOIE DAFFICHE

F. Robert-Peillard,_E. Palacio-Barc®. Coulomb, J.-L. Boudennddevelopment of a
fluorescence-based microplate method for the deteration of Volatile Fatty Acids in
anaerobically-digested and sewage sludg&% Euchems Chemistry Congress, 29 August-2
September 2010 Nurnberg, Allemagne (Oral).

E. Palacio-BarcoF. Robert-Peillard, J.-L. Boudenne, B. Coulon@n-line analysis of
VFA’s in anaerobic treatment processeXI™ International conference on Flow Analysis.
14-18 September 2009, Pollentia, Espagne (Oral).

E. Palacio-BarcoF. Robert-Peillard, Y. Dudal, B. Coulomb, J.-Lollenne.Semi direct

fluorimetric characterization of dissolved organimatter: application to the determination
of VFA and thiol compoundsSeminaire « Matiéres Organiques et Environnemgdb» 28

janvier 2009, Sainte-Maxime, France (Oral).

E. Palacio-Barco F. Robert-Peillard, Y. Dudal, B. Coulomb, J.-L.owlenne.
Spectrofluorimetric detection of glutathione and ithi-containing compounds in various
environmental matrices 3¢ International Meeting on Environmental Biotechrpioand
Engineering, 21-25 September 2008, Palma de Mall&spagne (Poster).

& BREVETS

J.-L. Boudenne, B. Coulomb, F. Robert-Peillard, Falacio-Barcp Y. Dudal. Kit de
détection de groupements fonctionnels carboxyliqu#sols et aminesN° FR 2934373,
publié le 29 janvier 2010.

J.-L. Boudenne, B. Coulomb, F. Robert-Peillard,daBio-BarcoKit de détection de
groupements fonctionnels carboxyliqgueN?’ FR10 00340, brevet déposé le 29 janvier 2010.
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