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Introduction

Introduction Générale

Comment la vie est-elle apparue ? A-t-elle pu apparaitre ailleurs ? Ces questions
fascinent le genre humain depuis fort longtemps. Il y a de ¢a plusieurs millénaires, les
philosophes Grecs se posaient déja les questions de |'origine de la vie, ainsi que de celle de
I'Univers. La progression des découvertes scientifiques a permis d’apporter beaucoup

d’éléments de réponse au fil du temps, mais elles restent majoritairement irrésolues.

L’exobiologie tente de répondre a ces questions. C'est une science interdisciplinaire
s'intéressant a I'étude de I'origine, mais aussi de I'évolution, de la distribution, et du devenir
de la vie dans I'Univers. Elle recouvre I'étude de la chimie prébiotique, la recherche des
origines de la vie sur Terre, étudie le potentiel des especes terrestres a s’adapter aux
conditions extrémes, et la recherche d’environnements habitables dans et en dehors du
systeme solaire. Selon André Brack, I'exobiologie « va de I'astronomie a la biologie en passant
par I'astrophysique, la planétologie, la géologie, la géochimie, la paléontologie, la minéralogie,

la chimie et la biochimie. » (source : www.exobiologie.fr).

Le seul exemple de vie dont nous disposons est celui de la vie sur Terre. Pour essayer
de répondre a la question de I'origine de la vie sur Terre, nous cherchons, dans le passé de la
Terre, des indices sur la facon dont la matiére organique inerte a abouti a la vie.
Malheureusement, I'histoire primitive de la Terre a été effacée par son activité géologique. Il
faut donc se tourner vers les milieux possédant, ou ayant possédé, les caractéristiques
nécessaires a l'apparition de la vie telle qu’on la connait sur Terre. De tels milieux sont
présents dans notre systéme solaire, et la planéte Mars en représente un trés bon exemple.
Elle possédait, en effet, les mémes conditions que la Terre a I'époque ou I'on pense que la vie
y est apparue (Arvidson et al., 2014; Grotzinger et al., 2014). Afin de répondre aux
guestionnements de I'exobiologie, une voie de réponse possible est d’aller chercher des
indices d’une vie passée ou présente sur Mars. Le fait de trouver de telles traces de vie sur un
autre corps du systéeme solaire permettrait a la fois d’en apprendre plus sur |'origine de la vie
sur notre planete, et de savoir que la vie a potentiellement pu apparaitre ailleurs. On peut

également chercher la cause de la présence de molécules prébiotiques sur Terre : synthése
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locale, ou apports exogenes ? De nos jours, I’hypothése prévalente est celle d’un apport par
les astéroides, les cométes et leurs fragments. D’ou I'intérét de lister les molécules organiques

présentes dans les météorites tombées sur Terre.

Pour rechercher des traces de vie passée ou présente sur Mars plusieurs voies sont
possibles. On peut observer Mars depuis la terre, envoyer des orbiteurs, des sondes et des
rovers afin d’y explorer I'atmosphére et la surface, et enfin étudier les différents objets
météoritiques provenant de cette planete. La recherche de molécules organiques dans les
météorites se fait donc en laboratoire et, contrairement a I’analyse in situ, permet I'utilisation
de techniques plus élaborées. Une méthode analytique largement utilisée, a la fois pour
I’analyse in situ (par exemple Viking, Mars Science Laboratory [MSL]) et en laboratoire, est la
Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CPG-SM). Le plus
souvent, une étape préalable de fonctionnalisation chimique est nécessaire afin de pouvoir
détecter les molécules organiques cibles réfractaires (tels que les acides aminés, bases azotées
et acides carboxyliques).

Cependant, sur Mars, la matrice minérale peut interférer avec les réactions de
fonctionnalisation. Il est donc important de réaliser des tests en laboratoire sur des analogues
de sols martiens, afin d’étudier la maniére dont différentes matrices affectent les rendements
de fonctionnalisation des molécules cibles. Cela afin de mieux prévoir I'efficacité de la réaction
de fonctionnalisation utilisée in situ et ainsi de mieux interpréter les résultats obtenus lors de
missions telles que MSL et la future mission ExoMars.

Sur les météorites, certaines molécules organiques d’intérét exobiologique sont
détectées apres une extraction a I’eau et une hydrolyse acide des échantillons. Cependant,
I’étape d’hydrolyse acide pourrait s’avérer destructive, et les sels présents aprés ces étapes
peuvent également interférer avec la réaction de fonctionnalisation. Il est donc utile de
s'intéresser a ces étapes d’extraction et d’évaluer I'impact de I’"hydrolyse sur une possible
dégradation des acides aminés, ainsi que sur une possible réduction du rendement de leur
fonctionnalisation.

La problématique de cette these est donc de participer a I'amélioration des techniques
permettant de rechercher des molécules organiques dans des milieux extraterrestres, y

compris le matériel extraterrestre tombé sur Terre.
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La premiere partie de la thése a constitué en I'étude de l'influence du protocole
d’hydrolyse par de l'acide chlorhydrique a 6 mol.L* (HCl 6M) en phase liquide sur le
recouvrement des acides aminés fonctionnalisés au N-méthyl-N-tert-
butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide (MTBSTFA). Les acides aminés ont été choisis car ce sont
des indices de choix d’'une vie passée ou présente. lls font en effet partie des molécules
recherchées sur Mars par les missions utilisant de la CPG-SM. On les trouve de plus dans les
chondrites carbonées. Ce type de protocole d’hydrolyse acide est utilisé depuis le début des
années 1970 sur les météorites.

La deuxieme partie de la these a consisté a étudier I'influence de la minéralogie de
différents analogues de sol martien sur I'efficacité de la réaction de fonctionnalisation des
acides aminés au MTBSTFA. Le MTBSTFA a été choisi car il est notamment utilisé sur
I’expérience « Sample Analysis at Mars » (SAM). Un travail bibliographique a été réalisé afin
de choisir plusieurs analogues représentatifs de la minéralogie martienne tout en tenant
compte de la pertinence de ces minéralogies dans la recherche de molécules organiques sur
Mars. Les analogues ont tout d’abord été caractérisés par analyse élémentaire, puis par
thermogravimétrie couplée a la calorimétrie différentielle a balayage et a la spectrométrie de
masse (TG-DSC-MS). Ensuite, l'influence de la nature de la matrice minéralogique sur
I'efficacité de la réaction de fonctionnalisation des acides aminés a été étudiée. Les résultats
obtenus ont permis d’identifier un type de minéralogie inhibant la réaction de
fonctionnalisation : la présence de sulfates hydratés, mis en évidence par I'analyse d’un
échantillon de sol de Rio Tinto. L’étude a ensuite été poursuivie afin de trouver des solutions
compatibles avec I'exploration in situ de tels sols.

Les deux parties expérimentales de cette thése ont permis d’une part de mettre en
évidence une réduction des quantités d’acides aminés apres hydrolyse acide, possiblement
causée par la dégradation des acides aminés au cours de I’hydrolyse, ou par la présence
d’espéces chimiques telles que des sels lors de la fonctionnalisation ; et d’autre part de mettre
en évidence une réduction du rendement de la fonctionnalisation au MTBSTFA causée par la
présence d’eau lors de la fonctionnalisation sur analogue de sol martien. |l est donc nécessaire
comprendre le mécanisme responsable de la réduction des quantités d’acides aminés dans le
cas de I’hydrolyse acide au HCI 6M ; et de développer et d’utiliser des protocoles permettant
de maximiser le rendement de la fonctionnalisation, en évitant la réaction du MTBSTFA avec

des especes autres que les especes cibles. Cela peut notamment se faire, dans le cas des sols
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et analogues martiens, par un pré-traitement de la matrice minérale pour en éliminer I'eau

non-structurelle, ou une augmentation du ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol.
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Ala : L-Alanine
Arg : L-Arginine
Asp : Acide L-Aspartique

CPG-SM : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse

Cys ou Cysy : L-Cystine

DMF : N,N-diméthylformamide

DRX : Diffractométrie a Rayons X

Gly : Glycine

Glu : Acide L-Glutamique

HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
HCI : Acide chlorhydrique

HEPT : Hauteur Equivalente a un Plateau Théorique
His : L-Histidine

lle : Isoleucine

Leu : L-leucine

Lys : L-Lysine

Met : L-Méthionine

MIS : Milieu interstellaire

MOI : Matiere Organique Insoluble

MOMA : Mars Organic Molecule Analyzer

MR : Mass Range

MSL : Mars Science Laboratory

MTBSTFA : N-méthyl-N-tert-butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide

m/z : rapport de la masse d’un ion sur sa charge

NIST : National Institute of Standards and Technology

Phe : L-Phénylalanine

Pro : L-Proline

R/S: ratio de la quantité de réactif (MTBSTFA) sur la quantité de sol

SAM : Sample Analysis at Mars
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Ser : L-Sérine

Sn2 : Substitution Nucléophile de type 2

tBDMS : tert-ButylDiMéthylSilyle

TG-DSC-MS : Thermogravimetry coupled to Differential Scanning Calorimetry and Mass
Spectrometry (thermogravimétrie couplée a la calorimétrie différentielle a balayage et a la
spectrométrie de masse)

TIC : Total lon Count

Thr : L-Thréonine

TMS : TriMéthylSilyle

Tyr : L-Tyrosine

Val : L-Valine

XM : x moles par litres (mol.L?)
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1.1) Introduction

Les questions de I'origine de la vie sur Terre et de la possibilité d’'une vie ailleurs ne
sont pas nouvelles. Au VIe™e siécle avant Jésus-Christ, les « philosophes de la nature », initiés
a la science babylonienne et égyptienne, sont les premiers a proposer une explication
rationnelle et systématique du monde. « L’eau est le principe de toutes choses », affirme
dont dérivent toutes choses. Successeur de Thalés, Anaximandre (v. 610-v. 547 av. J.C.)
remplace I'eau en tant que principe de I'Univers par I’ «illimité » ou « apeiron ». |l pose qu’il
existe des mondes illimités et que chacun de ces mondes nait de cet élément illimité.
Anaximandre spécule a propos des origines de la vie animale. Prenant en compte I'existence
des fossiles, il avance que les premiers animaux, ancétres des humains, ressemblant a des
poissons, ont été créés a partir de terre et d’eau réchauffée. Ensuite, alors que I'humidité
s’évapore, des terres seches émergent, et sont colonisées par ces animaux capables
d’adaptation. Bien qu’il n"ait formulé aucune idée a propos de sélection naturelle, certains
considerent Anaximandre comme le plus ancien partisan de la théorie de I'évolution.
Anaximéne (v. 585-v. 525 av. J.C.), éléve d’Anaximandre, pense que I'air est a I'origine de tout.
Il propose I'idée d’une soupe terrestre primordiale, une mixture de terre et d’eau, qui une fois
combinée a la chaleur du soleil, produit directement les plantes, les animaux et les étres
humains. Tandis que les écoles philosophiques fleurissent, les atomistes abordent le monde
par la matiéere, constituée d’atomes qui se font et se défont. Le coup de force des atomistes
est d’affirmer que le vide existe : I'Univers est constitué de plein et de vide, d’étre et de non-
étre. C'est de I’'Univers que se forment les mondes, et c’est a lui qu’aboutit leur dissolution :
notre Terre n’est qu’un monde parmi une infinité de mondes, qui naissent, vivent et meurent.
Démocrite (v. 460-v.370 av. J.C.) soutient que la Terre est ronde, et déclare qu’originellement,
I’'Univers n’était composé de rien d’autre que de minuscules atomes s’agitant de maniere
chaotique, jusqu’a ce qu’ils entrent en collision pour former de plus grands éléments, dont la

Terre et tout ce qu’il y a dessus. Il en déduit qu’il existe de nombreux mondes, certains
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croissant, d’autres en ruines, certains avec ni soleils ni lunes, d’autres avec. Anaximandre —
tout comme les atomistes Leucippe et Démocrite, et plus tard Epicure — avait lui aussi déja
spéculé sur la pluralité des mondes. Bien plus tard, au XVle siecle, Copernic place le Soleil au
centre de l'univers, la Terre devenant une planéte tournant autour de ce point fixe ; c'est la
révolution de I'héliocentrisme. Giordano Bruno va plus loin en postulant que I'Univers, infini,
abrite de multiples mondes. Selon lui, 'Homme, emporté dans le changement perpétuel du

monde, a sans doute des comparses extraterrestres, et a tout lieu de s’en réjouir.

1.1.1) Qu’est-ce que la vie ?

Afin de comprendre |'origine de la vie sur Terre et de la rechercher ailleurs, il parait
nécessaire de la définir. Cependant, il est difficile d’obtenir une définition fixe du vivant.
Pourtant, de notre point de vue, il existe une frontiére nette et intuitive entre ce que I'on peut
qualifier de vivant et de non-vivant. Mais cette capacité a différencier le vivant du non-vivant
ne nous permet pas d’avoir une définition universelle de la vie, et souleve d’autres questions,
telles que : ou se situe la frontiere entre vivant et non-vivant? Est-il possible de créer une vie

artificielle?

A la lumiere des découvertes récentes, il n’existe toujours pas de définition fixe et sans
équivoque du vivant, et les débats existent toujours. Cependant, la vie peut étre définie
comme lI'ensemble des propriétés, communes a tous les étres vivants, qui les différencient
des systémes non-vivants. Il existe un ensemble de critéres qui permettent de conclure sur la
nature vivante ou non-vivante d’un systeme. On peut trouver de nombreuses listes de ces
caractéristiques, variant selon les auteurs (Koshland lJr.,, 2002), mais les mémes
caractéristiques sont souvent retrouvées. Ainsi, un systeme pourra étre qualifié de vivant s'il

rassemble la plupart des caractéristiques suivantes :

1) homéostasie : la régulation de I'environnement interne pour maintenir un
état constant, e.g. les concentrations en éléctrolytes ou la transpiration pour réduire la

température ;
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2) L'organisation : étre constitué d’une ou plusieurs cellules, I'unité de base du
vivant. Les cellules modernes elles-mémes sont organisées en organites.

3) Le métabolisme : |la transformation d’énergie en décomposant de la matiére
organique (le catabolisme), e.g. la respiration cellulaire; et en utilisant I'énergie pour
construire les composants des cellules (I’anabolisme), e.g. les protéines ou les acides
nucléiques ; et par extension les échanges nécessaires avec le milieu extérieur (nutrition et
excrétion) ;

4) La croissance, i.e. le maintien d’un taux d’anabolisme supérieur au
catabolisme. Un organisme en croissance augmente la taille de I'’ensemble de ses composants,
plutdt que de simplement accumuler de la matiére ;

5) L'adaptation : les individus les plus adaptés a leur environnement ont plus
de chances de transmettre leurs genes (i.e. une fitness plus élevée), autrement dit: un
systéme vivant est capable d’évolution biologique, de génération en génération, par sélection
naturelle des individus possédant les mutations les plus avantageuses au sein de leur
environnement. L'information génétique est codée sous forme d’acide ribonucléique ou
désoxyribonucléique (ARN ou ADN) ;

6) La réponse aux stimuli : les systemes vivants répondent aux changements de
leur environnement. La réponse se fait souvent sous la forme d’'un mouvement. Par exemple,
une plante poussant vers la source lumineuse (le phototropisme), les poils d’'un mammifere
se dressant sur en réponse a une baisse de température (I’horripilation) ;

7) La reproduction : la capacité de produire de nouveaux individus, soit de
maniére asexuée a partir d’un seul organisme parent, soit de maniére sexuée a partir de deux

organismes parents.

Créer une liste de caractéristiques permet de se rapprocher d’'une définition, mais il
subsiste des exemples qui posent probléemes, comme les virus, qui possedent des genes,
évoluent par sélection naturelle, et se répliquent en produisant de nombreuses copies d’eux-
mémes. Cependant, ils ne possedent pas de métabolisme, et ont besoin d’une cellule-hote
pour créer de nouvelles copies. On les considére comme étant a la limite du vivant. Le méme
cas se présente pour les prions, qui ne possedent qu’une seule des caractéristiques : la

reproduction.
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Pour résumer, la plupart des étres vivants possedent des fonctions essentielles et
communes, et on pourrait résumer la vie comme un systeme chimique auto-régulé et auto-
organisé, capable d’échanges avec I'extérieur, de croissance, de réponse aux stimuli, et soumis
a I’évolution Darwinienne grace a sa capacité de reproduction. Certains I'ont définie comme
« un systeme sous l'influence de la reproduction, la mutation et la sélection naturelle »
(McKay, 1991); ou encore comme « un systeme chimique indépendant capable d’évolution

Darwinienne » (définition officielle de la NASA, Gerald Joyce).

Afin de faciliter la recherche et 'identification de traces de vie en dehors de la Terre, il

est également intéressant de s’interroger sur I'origine de la vie sur Terre.

1.1.2) Comment la vie telle gu’on la connait est-elle apparue ?

Se poser la question de 'origine de la vie revient a s’interroger a propos de I'évolution
chimique qui a conduit du non-vivant au vivant, et donc a se demander comment des
molécules interagissant et réagissant entre elles ont pu acquérir les caractéristiques d’un

systéme vivant.

La terre s’est formée il y a environ 4,54 milliard d’années (Ga) (Dalrymple, 2001). On
estime que la vie telle qu’on la connait pourrait étre apparue sur Terre il y a environ 3,90 -
3,85 Ga (Lal, 2008). Les plus vieilles traces fossiles attribuées a des étres vivants remontent a
3,49 Ga (Wacey et al., 2011), voire 3,5 Ga (Schopf et al., 2002), ou 3,86 Ga (Mojzsis et al., 1996)

(certaines de ces traces sont controversées).

Les hypothéses concernant I'origine de la vie remontent a I'antiquité et ont beaucoup

évolué pour arriver aux théories modernes.
L'abiogenése, ou biopoiése, est le processus par lequel la vie apparait a partir de

matiére non-vivante, par opposition a la biogenése, qui est la création d’organismes vivants a
t t t lab tl t d t

partir d’autres organismes vivants. Les origines de la vie (c’est a dire I'abiogenése) sur Terre
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demeurent incertaines. Il existe de nombreuses théories scientifiques qui tentent d'expliquer

I'apparition de la vie telle que nous la connaissons aujourd'hui.

Jusqu’a il y a quelques siecles, il était raisonnable de penser que I'abiogenése se
produisait tout autour de nous, que de nombreux étres vivants apparaissaient a partir de
matiere non-vivante, de maniere spontanée. Par exemple, les grenouilles semblaient
apparaitre dans la boue, les souris dans les tas de tissus, et les asticots dans la viande. C’est ce
gu’on connait sous le nom de « génération spontanée ». En Gréce antique, cette idée était
soutenue notamment par Aristote, qui réalisa I'inventaire et poursuivi le travail de certains de
ses prédécesseurs (Saint-Hilaire, 1883). Cette idée resta populaire jusqu’au Moyen Age.
Cependant, par la suite, la théorie de la génération spontanée fut graduellement discréditée
par le travail de scientifiques tels que Sir Thomas Browne ou Francesco Redi, jusqu’a étre
fortement remise en question par le travail de Louis Pasteur. En 1871, Charles Darwin suggéra
dans une lettre a Joseph Dalton Hooker que la vie était « apparue dans un petit étang chaud,
avec toutes sortes de sels d’ammoniac et phosphoriques, de lumiéres, de chaleur,
d’électricité, etc. en présence, de maniére a ce qu’'une protéine soit formée de maniere

chimique et préte a subir de plus complexes changements ».

Dans les années 1920, Oparine en Russie et Haldane en Angleterre suggerent que la
présence d’oxygene dans I'atmospheére primitive aurait pu empécher la série d’événements
qui aurait pu mener a I'apparition de la vie. Selon Oparine, une « soupe primordiale » de
molécules organiques pourrait étre créée dans une atmosphére dépourvue d’oxygéne, grace
a l'action du soleil. Ainsi, Oparine et Haldane proposent une atmospheéere primordiale
semblable a celle des planétes Joviennes, contenant peu ou pas du tout d’oxygene (03), riche

en hydrogene (H;) et autres composés comme le méthane (CHa) et I'ammoniaque (NH3s).

Inspirés par les idées de Darwin, Oparine et Haldane, Miller et Urey réalisent une
expérience en 1953 (Miller, 1953). IIs simulent I'atmosphére de la Terre primitive grace a un
mélange gazeux de méthane, dihydrogéne, ammoniaque et eau, c’est-a-dire une atmosphere
réductrice (dépourvue d’oxygene). En soumettant le mélange a des décharges électriques,
simulant les éclairs traversant I'atmosphére primitive de la Terre, ils observent la formation

d’acides aminés, les blocs constitutifs des protéines, ainsi que d’autres molécules organiques,
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comme des purines et pyrimidines, dont les bases des acides nucléiques font partie. Cela
suggere que ces composants basiques de la vie peuvent se former spontanément, et auraient
pu étre présents en abondance sur la Terre primitive. Il a également été estimé plus tard que
seul dans une atmospheére réductrice telle que celle utilisée par Miller et Urey en 1953, la
synthése de molécules organiques — incluant aussi des sucres et des bases organiques, les
blocs constitutifs des nucléotides — aurait pu étre possible en grandes quantités (Chyba and

Sagan, 1992).

La validité du modele de I'atmosphére primitive réductrice a plus tard été remise en
guestion (Abelson, 1966). Depuis les années 1970, les atmosphéres neutres sont préférées
(Walker, 1977). Il a été montré que la production d’acides aminés et d’autres molécules
organiques était bien moins efficace dans des atmosphéres de ce type (Stribling and Miller,
1987). Cependant, des études plus récentes ont montré que I'atmosphére pourrait finalement
avoir été réductrice (Schaefer and Fegley Jr., 2007; Tian et al., 2005). De plus, méme si
I’'atmospheére primitive fut neutre plutét que réductrice, la synthése d’acides aminés aurait pu

étre possible (Cleaves et al., 2008; Johnson et al., 2008).

Dans le cas ou la synthese d’acides aminés n’est pas aussi importante que prévue par
I’expérience de Miller et Urey, les apports exogénes et/ou d’autres types de synthése
endogene (par exemple au niveau des sources hydrothermales au fond des océans)

deviennent prépondérantes.

Cependant, la synthése de molécules organiques simples est encore loin d’'une forme
de vie fonctionnelle et auto-réplicatrice, avec une organisation cellulaire moderne. De plus, la
formation de polyméres complexes a partir des monomeres obtenus par Miller et Urey n’est
pas un processus spontané. Il existe de nombreux modeéles traitant de ce qu’il s’est passé entre
les deux. Pour résumer, aprés la synthese de molécules organiques prébiotiques dans la
« soupe primordiale » (ou alternativement leur apport exogene), des nucléotides sont
polymérisés en acides ribonucléiques (ARN) (I’hypothése du monde a ARN, dans lequel les
ARN remplissent a la fois le role de 'ADN et des protéines, cf. Gilbert, 1986), puis une
augmentation graduelle de la complexité se met en place, avec |'apparition de membranes

phospholipidiques primitives (Chen et al., 2004; Hanczyc et al., 2003; Hanczyc and Szostak,
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2004; Orgel, 2004; Zhu and Szostak, 2009; dans Moritz, 2010), suivie par I'émergence de la
division cellulaire, puis d’'un métabolisme et d’'un protéome primitifs, de la sélection naturelle
(Moritz, 2010), et d’'un génome primitif par liaison des ARN entre eux (Kun et al., 2005; Poole,
2006; dans Moritz, 2010). Finalement, a partir du systéme ARN/vésicule primitif, on arrive au
systeme ADN/ARN/protéine moderne. Le déroulement de ces événements dans cet ordre
représente le modéle « gene-first ». En inversant les étapes du monde a ARN et de |'apparition
du métabolisme, cela devient le modeéle « metabolism-first ». Alternativement, il est
également possible que 'apparition de la vie se soit déroulée sur une autre planete, comme
Mars, et que des formes de vie aient été apportées sur la Terre, par des météorites par

exemple. C'est la théorie de la panspermie.

De nos jours, malgré la progression des découvertes scientifiques qui nous a permis
d’accumuler de nombreux éléments de réponse, et de formuler différentes hypotheéses, la

guestion de I'origine de la vie reste majoritairement sans réponse.

1.1.3) Pourquoi chercher la vie ailleurs? Intérét de Mars et des

météorites

Comment la vie est-elle apparue sur Terre ? A-t-elle pu apparaitre ailleurs? Ces
guestions sont interconnectées : en plus d’obtenir des éléments de réponse a la question en
elle-méme, le fait d’obtenir des informations sur I'origine de la vie sur terre permet d’obtenir
des indices sur la possibilité de I'apparition d’une vie ailleurs, et le fait de trouver de la vie
ailleurs permettrait de mieux comprendre comment elle est apparue sur terre. La premiere
guestion trouve sa réponse dans notre compréhension grandissante de I'histoire géologique
et climatique de la Terre, de la base moléculaire de la vie, de I'arbre phylogénétique du vivant,
des environnements extrémes dans lesquels la vie peut se développer, et de I'origine des

molécules importantes pour la biologie.

Pourquoi chercher la vie ailleurs ? La vie sur Terre est la seule forme de vie que nous
connaissons. Ce qui nous empéche de généraliser notre connaissance de la vie, et donc de

prédire la fréquence et la nature de la vie ailleurs dans le cosmos. Le fait de trouver de la vie
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ailleurs nous permettrait de savoir que la planéte Terre n’est pas un cas unique et que des
conditions permettant a la vie d’exister sont ou ont été présentes ailleurs. De plus, trouver de
la vie ailleurs nous permettrait d’en savoir plus sur la nature du vivant et la maniéere dont elle
peut apparaitre, et donc nous renseigner sur la maniere dont elle aurait pu apparaitre sur
terre. Il est possible de rechercher des réponses a I'origine de la vie sur Terre, mais cette
recherche est limitée par le recyclage de la crolte Terrestre causé par la tectonique des

plagues.

Cependant, il existe d’autres lieux dans le systeme solaire ou la vie aurait pu naitre.
Parmi ceux-ci, Mars en est une bonne candidate, et sa "proximité” facilite son étude. A
I'époque ou l‘on pense que la vie est apparue sur Terre, les conditions requises pour son
apparition sur Mars étaient également réunies (température propice, présence d’eau liquide,
présence d’une atmosphére épaisse, source d’énergie), et les composés organiques
nécessaires a |'apparition de la vie ont tres certainement été apportés a la surface lors de
I’épisode du grand bombardement tardif. Le grand bombardement tardif (ou « Late Heavy
Bombardment », LHB, en Anglais) est une période pendant laquelle le systeme solaire interne
a été soumis a une fréquence de collisions élevée. Cet événement se serait déroulé entre 4,0
et 3,8 Ga (Claeys and Morbidelli, 2011) (d’autres auteurs considérent que cette période a duré
700 millions d’années, cf. Lal, 2008). De plus, la crote martienne n’a pas été recyclée par la
tectonique des plagues comme sur Terre, des indices en faveur d’une vie ancienne auraient

donc pu étre conservés jusqu’a aujourd’hui.

Cependant, les conditions actuelles sur Mars sont peu propices a la vie. A défaut d’en
rechercher une preuve intangible, on peut se concentrer sur la recherche d’indices ou traces

d’une vie microbienne passée ou présente, sous la forme de molécules organiques.

Il est également intéressant de rechercher ces mémes molécules organiques dans les
météorites. En effet, on pense que les météorites ont participé a I'apport de matiere
organique sur les planétes telluriques et ont ainsi amené le matériel prébiotique nécessaire a
I'apparition de la vie. Certaines de ces molécules organiques ont également été retrouvées
dans des nuages interstellaires, et peuvent enfin étre synthétisées dans les atmospheres,

surfaces, et intérieurs des planétes.
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La question de l'origine de la vie et de la possibilité d’'une vie ailleurs peuvent donc
trouver des éléments de réponse dans I'exploration de notre galaxie et plus particulierement
de notre systeme planétaire. Ces éléments de réponse sont recherchés sous la forme d’indices

ou de preuves d’une vie passée ou présente.

1.1.4) Conclusion

Bien que ne possédant pas de définition définitive, le vivant peut étre décrit comme
un ensemble de caractéristiques, ce qui permet de résumer la vie a un systeme chimique auto-
régulé et auto-organisé, capable d’échanges avec I'extérieur, de croissance, de réponse aux
stimuli, et soumis a I'évolution Darwinienne grace a sa capacité de reproduction. Afin de
répondre aux questions de l'origine de la vie sur Terre et de la possibilité d’une vie ailleurs, on
peut chercher a en apprendre plus sur la facon dont la vie est apparue a partir de molécules
organiques prébiotiques sur la Terre primitive, et s’est complexifiée pour atteindre le
fonctionnement cellulaire que I'on connait actuellement. On peut également — et c’est ce
point que cette these va traiter — chercher, grace a I'exploration de la galaxie et du systeme
solaire, des éléments de réponse dans des milieux extraterrestres, notamment sur Mars
(recherche de traces de vie sous la forme de molécules organiques) et dans les météorites (ces
dernieres ayant pu participer a I'apparition de la vie sur Terre et sur d’autres planétes via

I'apport de molécules organiques).

1.2) Que chercher : bioindices et biomarqueurs

Méme s’il est possible qu’il existe des formes de vie différentes de la notre (par
exemple non basée sur des molécules organiques carbonées), on va chercher prioritairement
une vie ressemblant a celle que I'on connait. Cette recherche se fait |a ou il est probable que
la vie soit apparue, c’est-a-dire dans les endroits ou les conditions sont favorables a son
apparition. Ces conditions peuvent étre réunies sur les planétes telluriques orbitant au sein
de la zone habitable de leur étoile (par exemple sur la Terre ou Mars dans le systéme solaire),

voire sur des satellites de géantes gazeuses hors de la zone d’habitabilité (par exemple sur
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Titan, lune de Saturne, ou Europe, lune de Jupiter). La zone habitable d’une étoile représente
la région autour de I’étoile dans laquelle de I'eau liquide peut exister a la surface d’une planete
(Kane and Gelino, 2012). On va donc chercher dans notre systeme solaire, mais aussi dans les
autres systémes planétaires. Cependant, des limitations existent : suivant I'éloignement de
I’endroit ou I'on cherche, on ne pourra pas mettre en ceuvre les mémes techniques. Pour les
exoplanetes par exemple, on ne pourra détecter qu’une signature globale par spectroscopie,
comme la présence d’0O; dans I'atmosphére. Dans le systéme solaire, on pourra par contre
envoyer des sondes qui observeront les surfaces planétaires, ainsi que des atterrisseurs
(landers) et rovers. Ces derniers préléveront des échantillons de I'environnement, afin de
déterminer la minéralogie des sols, la composition de I'atmosphére, et de rechercher de

potentielles molécules organiques.

La recherche de vie extraterrestre passe donc par la recherche de phénomeénes ayant
pu étre produits par cette vie (passée ou présente). Si ce phénomeéne n’a pu qu’étre produit
exclusivement par la vie (c’est a dire d’origine biotique), on parlera de biomarqueur. Un
biomarqueur peut étre interprété sans ambiguité comme ayant été produit par la vie (par
exemple : fossiles d’origine biotique non discutable, signatures isotopiques, molécules
organiques complexes d’origine biotique). Si ce phénomeéne a pu étre produit par la vie, mais
a également une possible origine abiotique, on parlera alors de bioindice (Steele et al., 2006).
Sur Mars, par exemple, on pourra chercher des biomarqueurs sous la forme de protéines
(uniqguement synthétisées par des organismes vivants), d’acides nucléiques (vecteurs de
I'information génétique, nécessaires a I'évolution biologique au sens Darwinien), ou de lipides
(constituants des membranes cellulaires) ; et des bioindices sous la forme d’acides aminés
(constituants des protéines), bases azotées (éléments constitutifs des acides nucléiques) et
acides carboxyliques (intermédiaires métastables de I'oxydation des composés organiques sur

Mars).

Il existe différents types de biomarqueurs / bioindices, par exemple les signatures
morphologiques, sédimentaires, minérales, les signatures isotopiques, les signatures
métaboliques, la présence de biopolymeéres et de leurs monomeres (ainsi que leurs

propriétés).
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1.2.1) Signatures morphologiques, sédimentaires et minérales

1.2.1.1) Signatures morphologiques

La présence de fossiles d’étres pluricellulaires dans un milieu extraterrestre serait une
preuve irrévocable de la présence d’une vie passée ou présente. Cependant, la présence de
fossiles d’unicellulaires, ou la trace d’une inclusion de cellule au sein d’'un minéral, est plus
difficile d’interprétation. Certaines structures observées peuvent étre d’origine abiotique. En
1996, les interprétations initiales et controversées de la météorite ALH84001, d’origine
martienne (Mittlefehldt, 1994), inclurent des morphologies de l'ordre du nanométre,
interprétées comme pouvant étre des restes de nanobactéries (McKay et al., 1996).
Cependant ces morphologies peuvent également avoir une origine abiotique par le biais de
processus physico-chimiques. Pour étre reconnues comme biomarqueurs, des fossiles
microbiens devraient donc posséder des attributs physico-chimiques indiquant clairement

I'origine biotique de ces structures.

1.2.1.2) Structures sédimentaires d’origine microbienne

Sur Terre, les communautés microbiennes benthiques sont susceptibles d’influencer la
microstructure des dépo6ts s’accumulant en leur présence. Les stromatolithes, par exemple
(Figure I-1), sont une des formes les plus importantes d’évidence de vie microbienne fossilisée
sur la terre primitive (Schopf et al., 2007). Ce sont des structures laminées qui résultent d’'une
activité biologique, essentiellement due a des organismes microbiens. La détection de telles
structures sur Mars pourrait donner un indice en faveur d’une vie passée ou présente sur la
planéte. Les films et les tapis microbiens sont d’autres structures sédimentaires d’origine

microbienne susceptibles de laisser des bioindices.
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Figure I-1 : stromatolithes en développement dans la baie Shark en Australie

1.2.1.3) Biominéralisation

La biominéralisation est le procédé par lequel les organismes vivants produisent des
solides inorganiques. Il existe plusieurs types de biominéraux, comme par exemple le
carbonate de calcium (par exemple la calcite, utilisée pour ['exosquelette des
coccolithophoridés, ou trouvée sous forme de cristaux — les otolithes — situés dans 'oreille
interne des vertébrés), le phosphate de calcium (utilisés pour les os et les dents), les oxydes
de fer (comme la magnétite, permettant a certaines bactéries de percevoir les champs

magnétiques).

1.2.2) Signatures isotopiques

Les ratios isotopiques du carbone (3C/*2C ou 6 3C) ont été utilisés pour la recherche
des premieres traces de vie sur Terre (Mojzsis et al., 1996; van Zuilen et al., 2002), ainsi que
pour déterminer l'origine extraterrestre des molécules organiques trouvées dans les
météorites carbonées (Botta and Bada, 2002). Le 63C mesure la différence entre le rapport

13C/12C d’un échantillon et ce méme rapport trouvé dans le monde inorganique. De maniére
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générale, le ratio 3C/12C est plus faible chez les étres vivants que dans le monde inorganique.
Cela est d au fait que lors de la fixation du carbone inorganique en carbone organique, par
exemple lors de la photosynthése, réalisée par les plantes et les cyanobactéries, les étres
vivants font un fractionnement isotopique, c'est-a-dire qu’ils « préférent » utiliser le 1°C, plus
léger que son isotope 3C. Ce ratio reste préservé au sein des molécules organiques apreés la
mort des organismes. Cet enrichissement, ne présentant pas de source abiotique possible,
peut étre utilisé comme biomarqueur. La sonde Beagle 2 de la mission Mars Express (ESA)

aurait d( mesurer la proportion des isotopes du carbone a la surface de Mars.

D’autres ratios isotopiques peuvent étre utilisés en tant que bioindices, du fait de leur
fractionnement au cours du métabolisme bactérien. Par exemple, 'abondance de I’hydrogene
par rapport a son isotope lourd, le deutérium (rapport *H/?H). La détection d’un ratio enrichi
en H, similaire a ce qui est trouvé chez les bactéries méthanogénes sur terre, pourrait donner
un indice quant a la présence de microorganismes en dehors de la Terre (Brack et al., 1999).

De la méme maniere, I'analyse isotopique des éléments O, N et S peut étre utilisée.

1.2.3) Signatures métaboliques

Le métabolisme est I'ensemble des réactions chimiques qui se déroulent au sein d’'une
cellule. Il peut étre divisé en deux parties : le catabolisme et I'lanabolisme. Le catabolisme est
I’ensemble des réactions qui libérent de I'énergie. Il se fait par décomposition de molécules
complexes en composés plus simples (par exemple la respiration, qui décompose le glucose
et produit du dioxyde de carbone et de I'’eau). L’anabolisme est I'ensemble des réactions qui
consomment de I'énergie, ce qui est notamment le cas des réactions de synthese de molécules
complexes a partir de molécules simples (par exemple la synthese des protéines a partir des
acides aminés). Dans le but de chercher des indices de vie, il est donc possible de chercher des

produits a la fois du catabolisme et de I'anabolisme.

De nombreuses réactions endergoniques (nécessitant un apport d’énergie) ont lieu
dans la cellule. Dans cette derniéere, la majorité de ces réactions se fait au moyen d’un

couplage avec I'hydrolyse de I'adénosine triphosphate (ATP) (par exemple pour la réalisation
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d’un transport actif d’ions a travers une membrane ; ou la réalisation d’un travail mécanique,
comme le mouvement des cils et des flagelles). La molécule d’ATP est constituée de trois
groupements phosphates, d’un ribose et d’'une adénine (Figure I-2). Elle est synthétisée lors
de la glycolyse, et son hydrolyse libére I'énergie nécessaire aux réactions chimiques du
métabolisme. Il existe d’autres réactions d’hydrolyse libérant bien plus d’énergie que celle de
I’ATP, mais seule cette derniére a été retenue au cours de I’évolution en tant que molécule
universelle du couplage énergétique, du fait de sa capacité a permettre la réaction de tous les
couplages tout en minimisant le gaspillage. La détection de cette molécule pourrait donc étre
un indice fort en faveur d’une vie passée ou présente. Cependant, cette molécule est fragile,
et dans conditions martiennes par exemple, se dégrade vite a I’échelle des temps géologiques
(il a été estimé qu’une réduction de 99% des quantités d’ATP sur la surface d’une sonde posée
a la surface de Mars prendrait de 158 a 32000 sols ; Schuerger et al., 2008). Trouver cette
molécule impliquerait donc que le métabolisme I'ayant synthétisé est récent a I'échelle
géologique. Au sein des cellules, 'ATP est consommé au fur et a mesure qu’il est produit. Il
peut cependant se trouver a I'extérieur des cellules suite a la mort de ces dernieres. L’ATP
peut étre quantifiée en mesurant la quantité de lumiere produite par sa réaction avec
I'enzyme luciférase. L'ATP sert également de précurseur dans la synthése des acides

nucléiques.

OH OH

Figure |-2 : structure de I’ATP (adénine en rouge, ribose en rose, groupements phosphate en bleu)

Certains produits ou intermédiaires du métabolisme peuvent étre recherchés, comme

les gaz biogéniques. Sur Terre, les gaz biogéniques principaux sont le dioxygéne O; (et le
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produit de sa photolyse, I'ozone O3), le protoxyde d’azote N;O, et le méthane CHa. D’autres
composés sont produits par certains métabolismes, comme le dimethyl sulfide (DMS), produit
par le phytoplancton. L'O; est produit lors de la photosynthese, réalisée par les organismes
photoautotrophes (capables d’utiliser la lumiere comme source d’énergie et le CO;
atmosphérique comme source de carbone), comme les plantes et les cyanobactéries. Grace a
la lumiére, le CO, et I'eau (pouvoir réducteur), I'organisme synthétise ses composés
organiques tout en rejetant de I’O;. La production de dioxygene par la photosynthése nous
fournit I’évidence la plus claire de I'impact de la vie sur la chimie atmosphérique terrestre : la
grande oxydation ou « catastrophe de I'oxygéne » (ou « Great Oxydation Event », GOE, en
Anglais). Cet évenement est généralement considéré comme s’étant déroulé il y a environ 2,3
Ga (Crowe et al., 2013; Holland, 2002) ou 2,4 Ga (Buick, 2008). Certains auteurs considéerent
gu'’il s’est déroulé au cours d’une période s’étendant entre 2,22 et 2,45 Ga (Anbar et al., 2007).
La photosynthese, quant a elle, est apparue bien avant la grande oxydation, certains indices
en faveur de son existence remontant aussi tot qu’il y a 3,8 Ga environ (Buick, 2008). De plus,
de I'oxygene était déja présent dans I'atmosphere avant le grande oxydation, par exempleil y
a 2,5 Ga (Anbar et al., 2007) et 3 Ga (Crowe et al., 2013). La présence d’O; dans une
atmosphere semblerait donc représenter un bon indice en faveur d’une vie passée ou
présente. Le N,O est produit lors de dénitrification (conversion microbienne des nitrates en
nitrites puis en composés azotés gazeux). Le CHs est quant a lui produit par des
microorganismes lors de la méthanogenése. Ces gaz peuvent étre recherchés en tant que
bioindices notamment sur les planéetes extrasolaires, grace a I'observation spectroscopique de

leurs atmospheéres, mais également dans les atmosphéres des planétes du systeme solaire.

Sur les exoplaneétes, la détection spectroscopique (par exemple grace aux missions
annulées Terrestrial Planet Finder de la NASA, et Darwin de I'ESA) d’O2 ou Os pourrait révéler
la présence d’une vie passée ou présente. Bien qu’essentiel a la vie telle qu’on la connait, I'eau
liquide n’est pas considérée comme une preuve de vie. Une détection conséquente de CO;
indiquerait une atmosphere typique d’une planéte terrestre. Une détection de CH4 pourrait
indiquer une source biotique, mais est également interprétable par un processus abiotique

(production a partir de la croGte et du manteau supérieur) (Des Marais et al., 2002).
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Sur Mars, trois expériences réalisées par les sondes Viking avaient pour but de détecter
la vie. L’expérience « Gas Exchange Experiment » (Oyama and Berdahl, 1979, 1977) avait pour
but de déterminer si une hypothétique vie microbienne martienne pouvait métaboliser, de
maniére hétérotrophe, des nutriments, avec pour conséquence la libération de gaz. Des
nutriments en solution aqueuse ont été apportés au sol martien. Du CO> et de 'O, ont été
émis par le sol, résultat positif pouvant indiquer la présence de vie. L’expérience « carbon
assimilation experiment» cherchait a montrer la présence de vie par l'incorporation, en
présence de lumiére, de dioxyde / monoxyde de carbone radioactivement marqué (c’est-a-
dire la photosynthese). Enfin, I'expérience « labeled release experiment» cherchait a détecter
un métabolisme hétérotrophe par la libération de carbone marqué et initialement incorporé
au sein de molécules organiques dans une solution comportant des nutriments. Ces deux
expériences ont également donné des résultats positifs (Navarro-Gonzalez et al., 2006).
Cependant, les analyses par «thermal volatilization — gas chromatography — mass
spectrometry (TV-GC-MS) » n’ont pas permis la détection de molécules organiques a des
limites de détection de I'ordre du ppb (partie par milliard, « parts-per-billion » en Anglais)
(pour des molécules de taille supérieure a 2 atomes de carbone) et du ppm (partie par million,
« parts-per-million » en Anglais) (pour des molécules de taille moins importante) (Navarro-
Gonzalez et al., 2006). L'explication la plus plausible pour la réactivité observée lors des trois
expériences biologiques serait alors une activité chimique et non biologique, due a la présence
dans le régolithe de un ou plusieurs oxydants inorganiques, tels que peroxydes ou
superoxydes (Yen, 2000), notamment du peroxyde d’hydrogéne H,0, (Zent and McKay,

1994) ; ou des perchlorates (Navarro-Gonzalez et al., 2010).

La présence de méthane dans I'atmosphére martienne est une question d’intérét et
d’actualité, car elle pourrait traduire la présence de vie, bien que ce gaz puisse également étre
de nature abiotique (e.g. origine géologique). Depuis 2004, du CH4 a été détecté sur Mars a
de multiples reprises, a partir d’observations depuis la Terre et I'orbite martienne (Atreya et
al., 2007; Fonti and Marzo, 2010; Formisano et al., 2004; Geminale et al., 2011; Krasnopolsky,
2012, 2011; Mumma et al., 2009; Villanueva et al., 2013). Il a parfois été détecté de maniére
locale (sous forme de panaches), et a des concentrations allant jusqu’a environ 60 parties par
milliards par volume (ppbv). Cependant, dans un premier temps, |'analyse répétée in situ

d’échantillons de I'atmosphére martienne par le « Tunable Laser Spectrometer » (TLS),
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instrument de I'expérience « Sample Analysis at Mars » (SAM) sur le rover Curiosity (mission
MSL, de la NASA) s’est révélée négative (Webster et al., 2013), avec une valeur détectée de
0,18 + 0,67 ppbv, soit une valeur maximale détectée de 1.3 ppbv (intervalle de confiance 95%).
Méme si cette mesure est locale, ce résultat a réduit la probabilité d’une activité microbienne
méthanogénique actuelle sur Mars. Néanmoins, par la suite, des mesures réalisées par TLS se
déroulant sur une période de 20 mois ont permis de mettre en évidence des quantités de
méthane avec une valeur moyenne de 0,69 * 0,25 ppbv (intervalle de confiance 95%). Cette
abondance est plus faible que celle estimée dans les modeéles ou le méthane provient de la
dégradation par UV de matiere organique présente au sein de poussiéres interplanétaires /
matériel chondritique carboné présents sur Mars. Selon les auteurs, elle correspondrait
probablement a I'abondance moyenne de méthane dans I'atmosphére martienne (Webster
et al., 2015). Toutefois, lors de quatre mesures réparties sur une période de 60 sols, des
niveaux de méthane de 7,2 + 2,1 ppbv (intervalle de confiance 95%) ont été observés, ce qui
implique que Mars produit épisodiquement du méthane depuis une source additionnelle et
inconnue, potentiellement biotique (organismes méthanogenes) ou abiotique (e.g., impact
météoritique, origine géologique telle que la serpentinisation de I'olivine, libération par des
clathrates en sous-surface, érosion de basalte comportant des inclusions de méthane,

production géothermique) (Webster et al., 2015).

1.2.4) Présence de biopolymeres, leurs monomeres, et autres molécules

organiques

Certaines molécules organiques, si détectées, pourraient prouver ou donner des
indices en faveur d’une vie passée ou présente.

En effet, les étres vivants synthétisent nombre de molécules organiques nécessaires a
leur fonctionnement, ce qui ferait de ces molécules des biomarqueurs dans le cas de leur
détection sur d’autres planétes. Les biopolymeres (tels que les acides nucléiques, protéines,
polysaccharides), mais aussi les lipides, en font partie.

De plus, a la mort des organismes vivants, la matiere organique les constituant est
dégradée. L’accumulation de débris organiques peut par exemple entrainer la transformation

des lipides et protéines en hydrocarbures par des micro-organismes. Ce processus de
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diagenese biochimique aboutit a la formation de kérogenes. Cela se traduit également, pour
les biopolymeres, par leur dégradation en monomeres. Finalement, I’oxydation des molécules
organiques sous les conditions martiennes pourrait conduire a la présence de leurs

intermédiaires métastables : les acides carboxyliques.

1.2.4.1) Biomarqueurs

La vie telle qu’on la connait est basée sur une unité de base : la cellule. La cellule est
constituée de molécules telles que les acides nucléiques, les protéines, les polysaccharides

(tous les trois des biopolyméres), et les lipides.

1.2.4.1.1) Biopolyméres

Acides nucléiques

Les acides nucléiques utilisés par le vivant sont I’ADN et I’ARN (Figure I-3). La structure
de I’ADN a été déterminée en 1953 (Watson and Crick, 1953). Les acides nucléiques sont des
polymeres, dont l'unité de base est le nucléotide. Les nucléotides sont composés de bases
azotées (aussi appelées bases nucléiques), de sucres (désoxyribose) et de groupements
phosphates. L'ADN est le porteur de I'information génétique, constitué par I’enroulement de
deux chaines de nucléotides. Au cours de la transcription, il est déroulé et lu par I'enzyme ARN
polymérase, qui va synthétiser un brin d’ARN messager complémentaire, destiné a étre traduit
par les ribosomes, afin de synthétiser les protéines par assemblage d’acides aminés. Les ARN
possedent plusieurs réles : support temporaire de I'information génétique (ARN messager),
catalyseur enzymatique (ribozymes), cofacteurs, régulateurs de I'expression génétique, aide
pendant la traduction (ARNt). La détection d’ADN dans un milieu extraterrestre permettrait
de conclure sans douter a la présence de vie: cette molécule ne peut pas se former

spontanément dans I'’environnement.
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Figure I-3 : ARN et ADN avec leurs bases nucléiques respectives

Protéines

Les protéines sont des polymeéres d’acides aminés, possédant de nombreux réles, tels

que des rdles structurels, de mobilité, de catalyse, de régulation et compaction de I’ADN,

d’expression des genes, de transport. De méme que pour I’ADN, la présence de protéines

permettrait de conclure positivement sur la présence de vie. En effet, bien que des liaisons

peptidiques puissent étre synthétisées de maniére abiotique (Griffith and Vaida, 2012), les

protéines nécessitent la transcription a partir d’ADN et la traduction, par d’autres

macromolécules complexes,

afin d’étre synthétisées.

Polysaccharides et autres osides
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Les glucides regroupent les oses (également appellés monosaccharides) et les osides
(polymeres constitués d’oses). Les osides sont des polymeres d’oses parmi lesquels on
distingue les hétérosides (dont I’hydrolyse libére des oses et des composés non glucidiques)
et les holosides (dont I'hydrolyse ne libere que des oses). Parmi les holosides, on peut
distinguer les oligosides (formés de 2 a 10 molécules d’oses) et les polyosides (formés de 10 a
plusieurs milliers d’oses, aussi appelés polysaccharides) (Figure 1-4). Les hétérosides et
polyosides possedent des fonctions importantes chez les étres vivants. Il existe des polyosides

homogenes et des polyosides hétérogenes.

Les polyosides homogenes sont formés par la condensation répétitive d’'un ose par
liaison osidique. Ils possedent deux types de fonctions :
- Réserve d’énergie: ce sont par exemple les glucosanes
(amidon et glycogene). Chez les plantes, I'amidon sert au stockage des glucides
photosynthétisés. Le glycogene est un polyglucose que les animaux mettent en réserve dans
le cytosol des hépatocytes (jouant un réle dans la glycémie) et dans les muscles.
- Structure : ces polyosides forment les armatures des
exosquelettes d’algues, de végétaux (cellulose) et d’animaux (carapace de chitine des

arthropodes).

Les polyosides hétérogenes sont des chaines d’oses (ou dérivés) différents, la plupart
du temps limités a deux types. Les gommes (partie hydrophile des sécrétions de certaines
plantes) et la gélose (extrait d’algues rouges utilisé en microbiologie pour la culture cellulaire)

en font partie.

Les hétérosides sont des molécules résultant de I'association covalente de glucides
avec d’autres types de molécules, par exemple les glycolipides (lipides de membranes portant
des chaines oligo ou polyosidiques) ou les glycoprotéines (protéines sur lesquelles sont

greffées des chaines glucidiques courtes).
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Figure I-4 : les glucides (source : Aix-Marseille Université)

1.2.4.2.2) Lipides

Les lipides sont des molécules hydrophobes ou amphiphiles de structures diverses,
possédant des fonctions biologiques nombreuses et variées, comme le stockage et la
production d’énergie (triglycérides), la structure des membranes cellulaires (la propriété
amphiphile des phospholipides leur permettant de former une double membrane), la
transmission des messages hormonaux. Ills sont également synthétisés via des processus
métaboliques complexes.

Les acides gras, notamment (qui font partie des lipides), possedent des roles variés au
sein de la cellule, comme le stockage de I’énergie (en tant que triglycérides stockés dans les
tissus adipeux), la structure (ils servent a la synthése des phospholipides, constituants des
membranes cellulaires), le message hormonal (précurseurs de plusieurs hormones). lls sont
synthétisés par les organismes vivants au cours de la lipogenése. Lors de leur dégradation, les
acides gras seront transformés en acides carboxyliques, qui eux sont beaucoup plus résistants

a la dégradation.

1.2.4.2) Bioindices

Les macromolécules précédemment citées nous permettent d’assurer que la vie est ou

a été présente (biomarqueurs), cependant, elles sont facilement dégradées. Par exemple, sur
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Mars, la présence de puissants oxydants dans le régolithe, ainsi que I’exposition aux radiations
ionisantes aurait pu détruire ou altérer de telles molécules.

En effet, les biopolymeres, tels que 'ADN, 'ARN et les protéines, se dégradent
rapidement sous I'action du rayonnement ultraviolet (UV) et des conditions oxydantes de la
surface martienne (Martins, 2011). A titre d’exemple, il est peu probable que I’ADN reste
intact pour plus de 100 000 ans, dans les conditions terrestres (et donc avec une protection
vis-a-vis du rayonnement UV plus importante que sur Mars, résultant de la présence d’une
atmosphere plus épaisse). En effet, des études théoriques et expérimentales ont montré que
I’ADN est le mieux préservé dans des environnements froids, secs et protégés des UV, et dans
des restes d’étre vivants agés de moins de 100 000 ans (Wayne et al., 1999).

La recherche de traces d’une vie passée ou présente va donc se focaliser sur la
recherche des produits de dégradation de ces macromolécules. En effet, la dégradation des
biopolymeéres entraine la libération de leurs monomeéres. Pour les acides nucléiques, les
protéines et les osides, cela correspond a leurs blocs constitutifs, respectivement les bases
azotées, les acides aminés, et les oses. De plus, les molécules organiques potentiellement
présentes sur Mars pourraient avoir été oxydées, conduisant a la présence d’acides

carboxyligues.

1.2.4.2.1) Monomeres

Bases azotées

Les blocs constitutifs des acides nucléiques sont les bases azotées (aussi appelées
bases nucléiques ou nucléobases) (Figure I-5). Il existe cing bases azotées: deux bases puriques
('adénine et la guanine), et trois bases pyrimidiques (la cytosine, la thymine et l'uracile).
L’adénine s’apparie avec la thymine (grace a deux liaisons hydrogénes), et la cytosine avec la
guanine (grace a trois liaisons hydrogenes), ce qui permet la conformation de I’ADN en double
brin. Au sein de I’ARN (qui n’existe qu’en simple brin), la thymine est remplacée par 'uracile.
Lorsqu’un sucre (ribose ou désoxyribose — donnant leur nom a I'acide ribonucléique ou
désoxyribonucléique) est lié a une base azotée, on parle de nucléoside. Lorsque les
nucléosides sont phosphorylées (ajout d’un groupement phosphate), on parle de nucléotides
(Figure I-5). L'uracile a été détectée dans la météorite Murchison (Martins et al., 2008).

28



Chapitre | : Bibliographie

% Purines
\ 0O NH, o}
/F_’ — /////, (®, N i N ~n-H
O /6 @O-—’P =) \P/ Base </d L/l) <4: ]3//k
° 1 SO\ e~ N NSNS g
@) O V6 liaison osidique
© Adénine Guanine
Pyrimidines
-------- nucléoside------ NH, o o
Soti H SN 4 N’H . x 4 N’H
-nucléotide monophosphate ---- 3 /g g ;J\ 3 /J%
---------------------- nucléotide diphosphate ---------- N"So N No NNg
nucléotide triphosphate --------- - Cytosine Dstiche

Thymine
Figure I-5 : structure d’un nucléotide et structures des bases nucléiques

Il existe d’autres bases azotées, comme la xanthine et I’hypoxanthine, qui ont été
découvertes dans certaines chondrites carbonées (Murchison, Murray et Orgeuil) (Stoks and
Schwartz, 1981, 1979). Afin de différencier I'origine terrestre ou extraterrestre de ces bases

azotées, la mesure des isotopes stables du carbone ou de I'azote est utilisée.
Acides aminés et chiralité

Les acides aminés sont essentiels a la biochimie, en tant que monomeres des
protéines. Toutes les protéines des étres vivants ne sont constituées que de 20 acides aminés

différents (auxquels on peut rajouter deux acides aminés plus rares: la pyrrolysine et la
sélénocystéine) (Figure 1-6).
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L-Arginine L-Asparagine L-Acide Aspartique L-Cystéine
(Arg) (Asn) (Asp) (Cys)
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L-Thréonine L-Tryptophane L-Tyrosine L-Valine
(Thr) (Trp) (Tyr) (Val)

Figure I-6 : les 20 acides aminés du vivant

lls sont codés au sein de I’ADN par des codons et sont liés ensembles par des liaisons

peptidiques. Ce sont des molécules constituées d’une fonction amine basique (NH;), d'une
fonction carboxyle (COOH), d’'un atome d’hydrogéne, et d’une chaine latérale (R), tous
rattachés a un atome de carbone (le carbone alpha) (Figure I-7). Les acides aminés possedent
donc deux groupements ionisables, I'un acide et I'autre basique. A pH physiologique, ils sont
le plus souvent sous la forme (NHs3*) et (COO’). La chaine latérale est responsable des
propriétés de I'acide aminé (par exemple, les acides aminés polaires ont tendance a occuper

la surface des protéines).
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Figure |-7 : structure d’un acide aminé

Lorsque le carbone alpha porte quatre groupements différents, on parle de carbone
asymétrique (c’est le cas de 'ensemble des acides aminés, sauf la glycine qui porte deux H sur
son carbone alpha). Les molécules possédant un carbone asymétrique sont chirales. Un objet
ou un systeme est appelé chiral s’il n’est pas superposable a son image dans un miroir plan
(Figure 1-8). Le mot chiralité vient du grec cheir qui signifie main. Les deux versions d’'une
molécule chirale (non superposables a leur image dans un miroir) sont appelées
énantiomeres. Selon Kelvin, en 1893, « J'appelle toute figure géométrique, ou groupe de
points, chiral(e), et possédant la chiralité, si son image dans un miroir plan [...] ne peut pas

étre amenée a coincider avec elle(lui)-méme ».

Figure I-8 : |a chiralité des acides aminés

La chiralité entraine la propriété qu’a une molécule de dévier le plan de polarisation
d’une lumiére incidente polarisée linéairement. Lorsque la lumiere, traversant une solution
contenant la molécule, est déviée vers la droite, on dira de cette molécule gu’elle est

dextrogyre (du latin dextro, droite) (notée « + », ou « d »). Lorsqu’elle est déviée vers la gauche
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on dira qu’elle est lévogyre (du latin laevus, gauche) (notée «-» ou «|»). Cest la

nomenclature optique.

Il existe une autre nomenclature, R/S (nomenclature Cahn-Ingold-Prelog), déterminée
par un classement des groupements autour du centre asymétrique de la molécule par ordre
de priorité chimique. En représentant une fleche contournant la molécule dans le sens de
priorité décroissante, on est renseigné sur la configuration de la molécule : R (du latin rectus,

droit) si la fleche tourne vers la droite, S (du latin sinister, gauche) si elle tourne vers la gauche.

La nomenclature la plus utilisée en biologie est la nomenclature D/L. Elle obéit a des
régles floues, et n’a pas nécessairement de rapport avec la direction de la déviation de la

lumiere polarisée.

Les énantiomeres ont théoriquement des réactivités identiques avec d’autres
molécules non chirales. Cependant, deux énantioméres d’'une méme molécule peuvent avoir
des effets différents, voire méme antagoniques, au niveau physiologique. Par exemple, le (R)-
limonéne possede une odeur d’orange, alors que le (S)-limonéne possede une odeur de citron.
Le (R)-propanolol est un contraceptif, alors que le (S)-propanolol est un Sbloquant. Le (+)-(7R,
85)-7,8-époxy-2-méthyloctadécane, ou disparlure, est une phéromone sexuelle du Bombyx

disparate Lymantria dispar, alors que son isomere (-) n’a aucune action biochimique.

Lorsque la vie utilise des molécules chirales, bien qu’il en existe deux énantiomeres,
elle n’utilise qu’une des deux formes. Fisher a démontré que c’était le cas des acides aminés,
qui ne sont utilisés que sous la forme L (la glycine étant achirale), et des sucres, utilisés
uniguement sous la forme D. On parle d’homochiralité du vivant. Dans les systémes
abiotiques, ces molécules sont présentes sous les formes D et L avec un ratio de 50:50
(mélange racémique). Miller, par exemple, a obtenu, lors de ses expériences, des mélanges
racémiques. L’homochiralité est essentielle au fonctionnement des protéines et a la structure

de I’ADN et de I’ARN, qui nécessite I'incorporation de sucres D.

Si des acides aminés sont détectés, par exemple sur Mars, la présence d’un exces

énantiomérique (déséquilibre du ratio en faveur d’'une des deux formes énantiomériques)
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donnerait un indice de plus en faveur d’une origine biotique de ces molécules. Des excés
énantiomériques d’acides aminés ont déja été détectés sur des météorites (Cronin and

Pizzarello, 1997; Engel and Macko, 1997; Glavin and Dworkin, 2009; Pizzarello, 2006).

Oses et chiralité

Les glucides que I'on pourrait rechercher en tant que traces de vie sont ceux qui sont
incorporés dans les osides et dans les acides nucléiques : les oses. Les oses, monomeres des
osides, ne sont pas hydrolysables et portent la plupart du temps de 3 a 7 atomes de carbone.
Ce sont des polyols qui portent au moins deux fonctions hydroxyles, dont I'une au moins est
une fonction primaire, et une fonction réductrice carbonylée (aldéhyde ou cétone). Au sein
des acides nucléiques, les oses utilisés sont le ribose (pentose, ose en Cs) pour 'acide
ribonucléique, et le désoxyribose (dérivé du ribose par substitution du d’un groupement
hydroxyle par un hydrogéne) pour I'acide désoxyribonucléique. Les oses sont également des
objets chiraux. Le vivant tel que nous le connaissons utilise principalement les oses sous leur
forme D. Des oses ont été détectés dans les météorites (Cooper et al., 2001; Sephton and

Botta, 2005).

1.2.4.2.2) Acides carboxyliques

La détection d’acides carboxyliques dans des milieux extraterrestres, notamment sur
Mars, pourrait représenter un bioindice intéressant. En effet, Benner et al. (2000), en
considérant I'hypothese selon laquelle le régolithe martien pourrait comporter un oxydant
puissant qui convertirait I’ensemble des molécules organiques en CO; (explication avancée
pour expliquer la non-détection de molécules organiques — y compris celles attendues en
conséquence du bombardement météoritique — par les sondes Viking), concluent que des
acides carboxyliques, plus précisément des sels non-volatils d’acides benzenecarboxyliques,
et peut-étre de I'acide oxalique et de 'acide acétique, devraient étre présents dans le sol
martien en tant qu’intermédiaires métastables de I'oxydation des composés organiques

météoritiques sous les conditions martiennes.
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De I'acide formique (ou acide méthanoique), le plus simple des acides carboxyliques, a
été détecté dans la zone la plus aride du désert d’Atacama (un analogue de sol martien), milieu

hostile a la vie (Navarro-Gonzalez et al., 2003).

Tous ces bioindices nous permettent d’obtenir un indice sur la présence potentielle
d’une vie passée ou présente, mais ne nous permette pas de conclure avec certitude. En effet,
leur origine n’est pas seulement biotique, mais peut aussi s’expliquer par une synthese
abiotique. Cependant, la présence simultanée de plusieurs bioindices nous donnerait une
donnerait une forte présomption en faveur d’une présence de vie, et pourrait donc constituer

un biomarqueur.

1.2.4.3) Matiére organique complexe

Sur Terre, apres la mort des organismes, la matiere organique qui les constitue
sédimente et est dégradée, pour former, entre autres, le kérogene, qui est un solide organique
insoluble de nature mixte aromatique / aliphatique. Dans le milieu interstellaire (MIS), on
observe, grace aux observations radios, des émissions infrarouges non identifiées. Il a été
proposé que certaines de ces émissions infrarouges non identifiées puissent étre causées par
des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) (Allamandola et al., 1985; Leger and
Puget, 1984; dans Kwok and Zhang, 2011). Les HAP sont des molécules organiques apolaires
qui contiennent au moins deux cycles benzene, pouvant étre arrangés selon différentes
configuration (National Research Council et al., 1997). Cependant, parmi I'ensemble des
molécules détectées dans le MIS, aucun HAP spécifique n’a été détecté de maniere univoque
(Oberg et al., 2011; dans Gudipati and Yang, 2012; Pilleri et al., 2009; dans Kwok and Zhang,
2011). Kwok et Zhang (2011) proposent que cette signature — qui ressemble a celle du charbon
et du kérogéne terrestre (Papoular, 2001, Papoular et al., 1989, dans Kwok and Zhang, 2011)
— serait plus probablement due a une matiére organique complexe, sous forme de solides
organiques amorphes a structure mixte aromatique - aliphatique ; structure similaire a celle
de la matiere organique insoluble (MOI) présente dans les météorites, dont nous parlerons
dans le paragraphe 1.3.5). L’absence de signature de HAP spécifiques dans le MIS pourrait étre
due a la perte de leur signature spectroscopique suite a des réactions chimiques causées par
les radiations (Gudipati and Yang, 2012). L’apparition de ces signatures non identifiées a été
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observée au sein d’environnements circumstellaires d’objets dans les derniers stades de
I’évolution stellaire, ce qui offre la possibilité que la MOI des météorites puisse avoir une
origine interstellaire. Selon Kwok (2009), la matiére organique complexe présente dans le
systéeme solaire présenterait de nombreuses similitudes avec la matiere organique observée
dans le milieu interstellaire, et il ne serait pas impossible que cette matiere organique
complexe (observée dans différents milieux, par exemple le CHON des cometes, la MOI des
météorites, les HAP dans le milieu interstellaire, les tholins) partage des structures chimiques
communes voire méme des origines communes. Des HAP ont été détectés dans des
météorites, par exemple dans des micrométéorites carbonées de I’Antarctique (Clemett et al.,
1998), dans la météorite martienne ALH84001 (McKay et al., 1996) et dans Murchison (aprées
hydropyrolyse de son matériel macromoléculaire insoluble, Sephton et al., 2004). Ces
composés complexes auraient donc pu représenter une source de molécules organiques sur
la Terre primitive. De fortes abondances de PAH ont également été détectées dans la haute

atmosphere de Titan (Lépez-Puertas et al., 2013).

1.2.5) Conclusion

La recherche de traces de vie passée ou présente dans les environnements
extraterrestres nous permet d’obtenir des informations sur I'origine de la vie sur Terre et sur
la possibilité d’une vie ailleurs, sous la forme de preuves (biomarqueurs), comme des fossiles,
des structures sédimentaires d’origine minérale, des signatures isotopiques ou métaboliques,
des biopolymeres. A défaut d’en trouver des preuves, on peut en chercher des indices
(bioindices), qui sont principalement les monomeres (acides aminés, bases azotées, acides
carboxyliques) des biopolymeres. Ils peuvent étre d’origine biotique ou abiotique. Mais ou

chercher ? Et comment ?

1.3) Ou chercher : du milieu interstellaire au systéeme solaire interne

Aprés avoir listé les biomarqueurs et les bioindices qu’il était intéressant de
rechercher, il est maintenant utile de se pencher sur les lieux ou ces traces de vie peuvent étre

détectées. Puisque I'on recherche en priorité une vie similaire a la n6tre, il est logique de lister
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les milieux dans lesquels la vie telle qu’on la connait aurait pu apparaitre. Parmi toutes ces
cibles, les premieres se situent en dehors du systeme solaire, alors que les secondes le
composent. |l s’agit en effet, des planetes, satellites et petits planétésimaux présents dans le
systéme solaire. Nous privilégierons ici les cibles pour lesquelles I’analyse in situ est possible.

En dehors du systéeme solaire, les cibles privilégiées sont essentiellement les
exoplanetes possédant des conditions favorables a I'apparition de la vie telle qu’on la connait :
ce sont les analogues terrestres. Comme expliqué dans les chapitres précédents, ces
analogues sont situés dans la zone d’habitabilité de leur étoile.

On cherche également des molécules organiques dans le milieu interstellaire. On
estime en effet que lors de la formation des systémes planétaires, les molécules organiques y
sont déja présentes. Ce sont ces molécules qui pourront alors étre incorporées dans les
cometes, les astéroides et leurs fragments, et ainsi apporter du matériel prébiotique
indispensable a I'apparition de la vie sur les jeunes planetes.

Dans le systeme solaire, on recherche également dans la zone d’habitabilité, par
exemple sur Mars, meilleure candidate a I’apparition de la vie, mais aussi sur certains satellites
de géantes gazeuses, par exemple Titan, Europe, Encelade, Ganyméde. On va aussi chercher
au sein des comeétes et des météorites, car on pense qu’elles ont apporté de nombreuses

molécules organiques sur Mars et sur la Terre primitive.

1.3.1) Le milieu interstellaire et les milieux circumstellaires

1.3.1.1) Observations

Les observations radio des milieux interstellaire et circumstellaires ont mené a la
découverte de plus de 140 molécules en phase gazeuse (Kwok, 2009; Kwok and Zhang, 2011).
Cela inclut des hydrocarbures, des alcools, des acides carboxyliques, des aldéhydes, des
cétones, des amines, et des éthers. Certaines sont des molécules prébiotiques. C’'est le cas du
glycolaldéhyde (dont la structure est proche de celle des oses) (Hollis et al., 2000), récemment
détecté autour d’une proto-étoile binaire (Jgrgensen et al., 2012). Cette molécule, précurseur
du ribose (bloc constitutif de I’ARN), est considérée comme le plus simple des sucres. La

présence de cette molécule est donc la preuve que des processus menant a |‘apparition de
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molécules indispensables a la vie telle que nous la connaissons sur Terre prennent place hors
du systeme solaire. La glycine (pouvant jouer le réle de précurseur des bases azotées,
présentes dans les acides nucléiques) a été détectée dans le MIS (Kuan et al., 2003a),
cependant ce résultat a été remis en question par la suite (Snyder et al., 2005). La pyrimidine
(également un précurseur de bases azotées) est également recherchée, mais sa détection n’a
pas encore été confirmée (Kuan et al., 2003b). Certaines observations spectroscopiques ont
été attribuées, sans confirmation, a des molécules telles que des HAP, fullerénes, nanotubes,
carbone amorphe hydrogéné (« hydrogenated amorphous carbon », HAC), « quenched
carbonaceous composites » (QCC), C60, et réseaux aromatiques complexes similaires au

kérogéne (Ehrenfreund and Charnley, 2000; Kwok, 2009).

Comme précisé au paragraphe 1.2.4.3), certaines émissions infrarouges non
identifiées, apparaissant notamment dans I’environnement circumstellaire d’étoiles dans
leurs stades tardifs d’évolution stellaire, ont été par le passé considérées comme
possiblement attribuables aux HAP, bien qu’aucun HAP spécifique n’ait été détecté dans
I’espace. Kwok and Zhang (2011) ont proposé que ces signatures pouvaient étre expliquées
par la présence d’'un mélange de nanoparticules organiques, des solides organiques amorphes
de structure mixte aromatique-aliphatique. Or cette structure mixte aromatique-aliphatique
est similaire a celle de la MOI trouvée dans les chondrites carbonées. Les auteurs supposent
qu’il serait logique que ces structures coincident dans le cas ou le systéme solaire (et donc les
chondrites carbonées) auraient hérité cette matiére organique du milieu interstellaire (Kwok

and Zhang, 2011).

1.3.1.2) Simulations

L'observation du milieu interstellaire a mis en évidence la présence de glaces
interstellaires solides sur la surface de poussieres carbonées ou silicatées froides. En
laboratoire, des analogues de ces glaces interstellaires sont soumis a des irradiations UV a de
faibles températures. Cela conduit a la production d’un résidu organique réfractaire, stable a
température ambiante, contenant une grande variété de composés organiques (Meierhenrich
et al., 2005), dont des acides aminés, détectés apres hydrolyse acide (Bernstein et al., 2002;
Mufioz Caro et al., 2002). Les acides aminés, blocs constitutifs des protéines, ainsi que d’autres
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molécules prébiotiques, pourraient donc étre d’origine extraterrestre et se former dans le
milieu interstellaire. Ces résultats vont dans le sens de |'origine extraterrestre des molécules
prébiotiques apportées a la terre primitive, par le biais des cométes (il est supposé que les
cometes sont constituées de matériel interstellaire primitif (Greenberg, 1982; Irvine et al.,
2000), ainsi que des astéroides (et leurs fragments, les météorites) et des poussiéres
interplanétaires. Ces différents moyens auraient ainsi pu apporter a la terre primitive les
molécules nécessaires a I'apparition de la vie. Cependant, dans les analogues de glaces
interstellaires irradiées, les acides aminés sont détectés seulement apreés hydrolyse acide.
Dans une étude de Bernstein et al. (2002), lors de I’hydrolyse acide, I'abondance de molécules
précurseurs (la N-formyl glycine et la cyclosérine), détectées avant I’hydrolyse acide, déclinent
en méme temps que I'augmentation de I'abondance de la glycine et la sérine. La formation
des acides aminés nécessiterait donc peut-étre un chauffage de la glace, suite a la formation
de molécules organiques précurseurs par irradiation UV de cette glace dans le milieu

interstellaire.

Comme précisé au paragraphe 1.2.4.3), bien que les fréquences vibrationnelles et
rotationnelles des HAP soient bien connues, aucun HAP n’a jamais été identifié dans I'espace
(Oberg et al., 2011; Pilleri et al., 2009). Gudipati et Yang (2012) ont donc soumis des analogues
de glaces interstellaires, contenant des HAP, aux conditions du milieu interstellaire. lls ont
montré qu’une fois accrétés a la glace, les HAP perdaient leur signature spectroscopique suite
a des réactions chimiques causées par les radiations. Cela pourrait étre une des raisons pour
lesquelles les HAP n’ont jamais été détectés dans I'espace. Au sein des glaces, ces HAP

pourraient étre transformés en hydrocarbures non aromatiques hydroxylés et hydrogénés.

De nombreuses molécules organiques ont été détectées dans le milieu interstellaire.
Le MIS pourrait donc étre la source de matériel prébiotique, présent lors de la formation du
systeme solaire, et apporté sur les jeunes planétes (par exemple par les météorites et les
cometes), permettant I'apparition de la vie. Nous allons maintenant nous intéresser a la
recherche de bioindices dans le systeme solaire, a commencer par les satellites de géantes
gazeuses. En effet, malgré le fait qu’elles soient situées hors de la zone d’habitabilité du Soleil,

elles sont néanmoins des objets d’intérét biologique certain.
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1.3.2) Satellites de géantes gazeuses

1.3.2.1) Titan

Titan est la plus grande lune de Saturne et représente un laboratoire naturel pour
I’étude de la formation de molécules organiques. Il est principalement constitué de glace
d’eau et de roches. Il possede une atmosphére dense, constituée principalement d’azote, et
un cycle «hydrologique» basé sur le méthane liquide (Stofan et al., 2007), ce qui représente
une analogie avec le cycle de I'eau sur Terre, bien qu’a des températures beaucoup plus
faibles. Une chimie organique y prend place, incluant des composés clefs de la chimie
prébiotique.

En effet, la basse atmosphére de Titan contient des particules organiques sous forme
d’aérosols (nommeés tholins lors des simulations en laboratoire), présumément formés a partir
de molécules simples, telles que le méthane ou le diazote. Des données spectrométriques
obtenues par I'orbiteur Cassini ont permis de mettre en évidence la formation de tholins a de
hautes altitudes (~1000 km), c’est-a-dire dans la haute atmosphére de Titan. Les observations
vont dans le sens d’une série de réaction chimiques et de processus physiques, partant des
molécules simples citées plus avant (CH4, N2), menant a des molécules plus complexes (80 a
350 daltons), et a des macromolécules chargées négativement (~8000 daltons), les tholins
(Waite et al., 2007). Des modeles de la chimie se déroulant dans la haute atmosphére de Titan
sont développés (e.g., Carrasco et al., 2008). Plus récemment, du propéne (CsHg) a été détecté
dans la stratosphére (i.e. dans la basse atmosphére) (Nixon et al., 2013), et de fortes
abondances de PAH ont été détectées dans la haute atmosphére (Lopez-Puertas et al., 2013).

Bien qu’en surface, I'absence d’eau liquide et la faible température (la sonde Huygens
a mesuré une température de surface de -179,5°C; cf. Fulchignoni et al., 2005) soient des
facteurs limitants pour I'apparition et le maintien de la vie telle que nous la connaissons, la
présence de cette derniere y a été envisagée (McKay and Smith, 2005). De plus, un océan
existe potentiellement sous la surface, possiblement constitué d’eau et d’'ammoniaque liquide

(less et al., 2012; Mitri et al., 2014). La vie pourrait également y étre présente (Fortes, 2000).
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1.3.2.2) Europe

Europe est un satellite de Jupiter. Il possede une structure interne différenciée,
incluant un noyau dense métallique, un manteau rocheux, et une crolte de glace d’eau de
faible densité, avec la présence possible d’un océan d’eau saumatre (d’une épaisseur de 80 —
170 km) sous cette crolte (Anderson et al., 1998; Kivelson et al., 2000; Pappalardo et al., 1999;
Stevenson, 2000). Dans le cas ou la vie pourrait apparaitre en profondeur, alors I'océan
d’Europe pourrait constituer un habitat pour I'apparition et le maintien de la vie. Dans le cas
ou Europe aurait une composition similaire aux chondrites carbonées (Kargel, 1991), les
molécules prébiotiques auraient été présentes en abondance. Les impacts cométaires au
cours de I'histoire du systeme solaire auraient également pu apporter a Europe des molécules
organiques (Chyba and Phillips, 2001). Une hypothétique photosynthése sur Europe est
toutefois peu probable en dessous de la crolte de glace. Cependant, une source d’énergie
autre que I'énergie solaire pourrait permettre I'apparition de la vie sur Europe, par exemple
au niveau des évents hydrothermaux au fond de I'océan.

Des observations d’émissions UV réalisées par le télescope spatial Hubble en
décembre 2012 ont permis de mettre en évidence des émissions coincidentes, attribuées a
I’hydrogene et I'oxygene, au-dessus de I'hémisphere sud de Titan. Ces dernieres sont
consistantes avec des panaches de vapeur d’eau d’une hauteur de 200 km. Ces émissions ont
été constamment observées dans la méme zone, au cours de sept heures d’observation. Leur
non-détection lors de précédentes observations (en 1999 et novembre 2012) suggéere une
variation dans I’activité de ces panaches, qui pourrait dépendre des phases orbitales d’Europe
(Roth et al., 2014). Les potentiels panaches d’Europe pourraient représenter des cibles
intéressantes d’un point de vue exobiologique, dans le cas ou elles contiendraient des indices
ou des preuves de vie. Cela a été le sujet d’un workshop qui s’est déroulé a la NASA Ames
Research Center en 2015 (Fletcher, 2015).

Une mission est en cours de développement a destination d’Europe, la
mission « Europa Clipper », dans le but d’investiguer son habitabilité. Cette mission
consisterait a placer un vaisseau en orbite de Jupiter, qui réaliserait des proches survols
d’Europe a des latitudes et longitudes variées. Les objectifs scientifiques sont de caractériser
(i) la croGte de glace et I'océan, (ii) la composition de I'océan, et (iii) la géologie, a travers la

compréhension de la formation des structures de surface. Les implications de la détection de
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possibles panaches par le télescope spatial Hubble sont également considérées (Pappalardo

etal., 2015).

1.3.2.3) Autres satellites

D’autres satellites de géantes gazeuses présentent un intérét en exobiologie, comme
Encelade (satellite de Jupiter) qui posséde des panaches constitués majoritairement d’eau (et
contenant des molécules organiques a I'état de traces, cf. Waite et al., 2006), suggérant la
possibilité d’'un océan d’eau liquide sous sa crolte de glace d’eau (Postberg et al., 2009).
Ganymede (satellite de Jupiter) est également un bon candidat, puisque certains modeéles
suggerent la présence d’eau liquide en subsurface (Kivelson et al., 2002; Moore and Schubert,
2003). Des observations spectroscopiques a I'aide du Visible-Infrared Mapping Spectrometer
(VIMS) sur Cassini ont montré la présence d’hydrocarbures aromatiques et aliphatiques sur

les satellites Saturniens Japet, Phoebe et Hyperion (Cruikshank et al., 2008).

1.3.3) Comeétes

Les cometes sont constituées d’un noyau, composé d’un mélange de glaces et de
poussiere, aussi qualifié de « boule de neige sale » (Whipple, 1950). Le matériel constituant
les noyaux cométaires est resté relativement non-altéré depuis I’accrétion des cometes lors
de la formation du systeme solaire. Les cometes sont donc un moyen d’obtenir de
I'information sur cette époque, car elles peuvent étre constituées d’échantillons préservés du
matériel a partir duquel le systeme solaire s’est formé. Les glaces cométaires sont
principalement constituées d’eau, mélangées avec de petites quantités d’autres especes,
comme par exemple le méthanol CH3OH, le monoxyde de carbone CO et le dioxyde de carbone
COs. Les poussieres sont faites de matiere organique ou de silicates (Despois and Cottin, 2005).
Lorsqu’elle s’approche du Soleil, une comete entre dans sa phase active: la coma, ou
chevelure (un halo sphérique de gaz neutres et de poussieres), ainsi qu’un nuage d’hydrogene
atomique, se développent autour du noyau. Une queue de plasma est produite par
I'interaction entre le vent solaire et les ions produits dans le coma. Une queue de poussieres

(précédemment relachées par le noyau) apparait également.
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Grace aux observations spectroscopiques, de la glace d’eau, ainsi que de nombreuses
molécules organiques volatiles ont été découvertes dans les comeétes : monoxyde de carbone
CO, méthanol CH3sOH, méthane CH4, acétylene C;H;, éthane C;Hs, oxysulfure de carbone OCS,
cyanure d’hydrogéne HCN, ammoniaque NHs, formaldéhyde H,CO (Mumma et al., 2003,
2001).

La composition des poussieres a été analysée in situ par spectrométrie de masse a
temps de vol grace aux instruments des sonde Vega 1, Vega 2, et Giotto, lors de leur passage
prés de la cométe 1/P Halley en 1986 (Kissel et al., 1986a, 1986b; Kissel and Krueger, 1987;
Krueger and Kissel, 1987). Lorsque les grains sont éjectés du noyau, la glace présente est
sublimée. Il ne reste donc que la matiere réfractaire (non-volatile). Ces particules sont faites
d’'un mélange de silicates et de matériel organique. Lorsque la matiere organique est trés
abondante, les grains sont appelés « CHON » (c’est-a-dire des composés comprenant du C, H,
O et N). A partir des spectres de masse obtenus, la présence de certaines molécules
organiques peut étre supposée : des polymeéres (polyoxyméthyléne POM et poly-HCN), des
grains de carbone pur, des HAP, des hydrocarbures aliphatiques. Cependant, ces prédictions
doivent étre confirmées par des observations spectroscopiques. Cf. Despois and Cottin (2005)

pour une liste exhaustive de ces molécules.

Des particules éjectées par la cométe 81P/Wild2 ont été collectées par la sonde
Stardust, et les échantillons ont été rapportés sur Terre. Une grande diversité de matériel
organique a été trouvée. Certaines molécules organiques sont similaires, mais pas identiques,
a celles présentes au sein des particules de poussiéres interplanétaires et des chondrites
carbonées. Du matériel organique pauvre en aromatiques est aussi présent. Le matériel
organique est riche en oxygene et en azote comparé aux molécules organiques présentes dans
les météorites. Des composés aromatiques sont présents, mais les échantillons collectés sont
plus pauvres en aromatiques que les météorites et les particules de poussiere
interplanétaires. La détection d’excés en deutérium et >N suggére que certaines molécules
puissent étre d‘origine interstellaire/protostellaire (Sandford et al., 2006). La présence de
glycine, le plus simple des acides aminés, a été confirmée dans les échantillons de 81P/Wild2

(Elsila et al., 2009). Il a également été montré que les impacts des cométes sur des surfaces
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rocheuses (et inversement, I'impact de corps rocheux sur des surfaces glaciaires, comme les
satellites des géantes gazeuses) pourraient avoir été responsables de la production de
molécules organiques complexes, dont des acides aminés. En effet, Martins et al. (2013),
apres avoir impacté des analogues de glaces cométaires, ont observé la formation d’acides
aminés, dont l'alanine (en mélange racémique), 'acide alpha-AminolsoButyrique (AIB) et
I'isovaline, ainsi que leurs précurseurs. Les impacts cométaires sur la Terre primitive auraient

donc pu représenter une source de plus pour la production des blocs constitutifs du vivant.

La mission Rosetta, constituée d’un orbiteur et d’un atterrisseur, a pour objectif I'étude
de la comete 67P/Tchourioumov-Guerassimenko. A bord de I'atterrisseur Philae, I'instrument
« Cometary Sampling and Composition » (COSAC) est constitué d’'un CPG et d’un spectrométre
de masse a temps de vol (« Time-Of-Flight ») (TOF-MS), et peut analyser des échantillons
délivrés par le systeme de forage et de distribution (« Sample Drilling and Distribution
System », SD2). COSAC est également capable de fonctionner en « sniffing mode », c’est-a-
dire en analysant les molécules entrées passivement dans I'instrument, sans échantillonnage
par le SD2. Ce dernier mode a permis la détection de 16 composés organiques, dont de
nombreuses espéces comportant de I'azote, mais aucune espéce comportant du soufre.
Quatre molécules organiques ont été détectées pour la premiere fois au sein d’'une comete :
I'isocyanate de méthyle, I'acétone, le propanal (ou « propionaldehyde » en anglais) et

I'acétamide (Goesmann et al., 2015).

Les poussieres éjectées par les cometes représentent une part des poussieres

interplanétaires tombant sur Terre, et auraient donc pu contribuer a I'apport de matériel

organique, nécessaire a I'apparition de la vie (Chyba and Sagan, 1992) (Figure I-9).
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Cometary Monomers Polymers
Precursors
: H,0 + NH; : - Peptides
HCN =% Amino acids =9 Briteing
H,0 + NH,
HCON  ——- Purines
H,0 + Urea .
HC,N 5. Pyrimidines Nucleotides Protocell
+P )
HCHO == Ribose (-5P)
H, + Nickel - Iron Grains i Glycerol Phosphate .
G0 e Fatty Acid =3 Phospholipids
Fischer-Tropsch Processes + Choline or Serine (liposomes)

Figure I-9 : synthese prébiotique a partir de molécules d’origine cométaire (dans Despois and

Cottin, 2005)

1.3.4) Poussiéres interplanétaires

Les météoroides sont des corps de petite taille errant dans I'espace interplanétaire.
Les plus petits sont appelés poussiéres interplanétaires. Lors de leur chute sur Terre, les
météoroides prennent le nom de météorites pour les plus grands, et de micrométéorites pour

les plus petits. Les poussieres interplanétaires générent des micrométéorites.

Les poussieres interplanétaires possedent deux sources : les cometes (les gaz produits
par la sublimation de leurs glaces entrainent des poussieres qui sont relachées dans le milieu

interplanétaire), et les collisions entre objets rocheux (astéroides et fragments d’astéroides).

Les micrométéorites représentent une contribution majeure a I'apport de matiére — et
spécialement de molécules organiques —a la Terre. lIs peuvent méme étre considérés comme
de petits réacteurs chimiques prébiotiques, puisqu’ils contiennent beaucoup de composés
prébiotiques significatifs, incluant des argiles (réle de catalyseur), et procurant un conteneur

naturel permettant d’éviter la dilution des réactifs (Maurette, 1998; Maurette et al., 2000).
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1.3.5) Les météorites

Les météorites sont des corps solides naturels d’origine extraterrestre qui tombent a
la surface de la Terre. Il existe au moins 45 types différents de météorites (Weisberg et al.,
2006). La plupart sont des fragments d’astéroides. Ces astéroides se sont formés au sein de la
nébuleuse proto-solaire, en méme temps que le reste du systéme solaire, au cours d’un
processus appelé accrétion. Les météorites peuvent donc nous renseigner sur les processus
chimiques survenus a I'époque ou le systeme solaire était encore jeune, avant que la vie
n’apparaisse sur terre. Les chondrites carbonées, notamment, qui sont les plus primitives et
aussi les plus riches en molécules organiques solubles, auraient pu représenter une source
importante de molécules prébiotiques nécessaires a I'apparition de la vie sur la Terre primitive
(Chyba and Sagan, 1992). Les chondrites carbonées sont classées selon leurs caractéristiques
primaires et secondaires. La classification primaire (Cl, CM, CR, CO, CV, CK) reflete le type
chimique, c’est-a-dire les propriétés chimiques et minéralogiques. Les lettres proviennent de
la météorite acceptée en tant que spécimen type, par exemple Cl pour Ivuna. La classification
secondaire refléte le type pétrographique, qui indique le degré et le type d’altération que la
météorite a subi sur le corps parent. Elle est indiquée par un chiffre de 1 (altération aqueuse)
a 6 (métamorphisme thermique).

Le carbone représente 2 a 5% du poids des chondrites carbonées, et il est pour la plus
grande partie présent en tant que matiére organique (Sephton et al., 2004). Cette matiere
organique peut étre divisée en deux phases :

- La matiere organique « libre », qui peut étre isolée par extraction par des solvants
communs, et qui représente environ 30% de la matiere organique dans les météorites Cl1 et
CM2 (Sephton, 2002). Elle est constitué d’'un mélange complexe de molécules organiques,
dont des acides carboxyliques, acides aminés, hydrocarbures aromatiques, hydrocarbures
aliphatiques, amines, amides, alcools, aldéhydes, cétones, sucres, acides sulfoniques, acides
phosphoniques, hétérocycles azotés (dont les bases azotées adénine, guanine, thymine,
cytosine, uracile, xanthine, hypoxanthine), et hétérocycles soufrés (Kwok, 2009; Sephton,
2002). Les hydrocarbures aromatiques représentent la part la plus importante des composés
organiques solubles, suivi par les acides carboxyliques (Botta et Bada, 2002 ; dans Kwok,

2009).
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- Le reste de la matiere organique (environ 70%) est sous la forme d’une
macromolécule insoluble a structure complexe, similaire au kérogéne terrestre (Cody and
Alexander, 2005; Sephton et al., 2000; dans Glavin et al., 2010) (Kerridge, 1999 ; dans Kwok,
2009). Cette matiére organique macromoléculaire est insoluble dans les solvants organiques
communs (Sephton, 2002) et est également connue sous le nom de MOI (Cronin et al., 1987 ;
dans Kwok, 2009). Ce solide organique complexe est composé de groupes fonctionnels
aromatiques et aliphatiques, et de groupes fonctionnels contenant de I'oxygéne (Kwok, 2009).

Le reste du carbone est inorganique, présent par exemple sous la forme de carbonates

ou de carbone « exotique » (diamant, carbure de silicium, graphite).

Sur la base d’observations radios, il a été supposé que le MIS diffus contenait de la
matiére organique similaire a la MOI des météorites (Ehrenfreund et al., 1991; Pendleton and
Allamandola, 2002; dans Kwok, 2009). Une analyse récente de la MOI dans la météorite
Murchison suggere que sa structure chimique est trés similaire a la structure de la matiere
complexe proposée par Kwok et Zhang (2011) pour expliquer certaines émissions infrarouges
non identifiées dans le MIS (Cody et al., 2011; Derenne et Robert, 2010; dans Kwok and Zhang,
2011) (cf. paragraphe 1.2.4.3). La présence de MOI dans les météorites montre que de la
matiere organique complexe sous forme solide peut se former par des processus abiotiques.
Le fait que la MOI des météorites et la matiere organique complexe proposée par Kwok et
Zhang (2011) comme potentielle responsable de certaines émissions infrarouges non
identifiées dans le MIS possédent des structures similaires ouvre la possibilité que la matiere
organique présente dans le systéme solaire, et apportée sur la Terre primitive, puisse avoir

une origine interstellaire (Kwok and Zhang, 2011).

Plus de 80 acides aminés, comportant de 2 a 9 carbones, ont été identifiés dans les
chondrites carbonées, dans des quantités allant de 300 ppm a environ 1 ppm (Burton et al.,
2012b) (pour une liste exhaustive, cf. Burton et al., 2012b, tableau 2). Il existe 8 groupes de
chondrites carbonées, dont 5 contiennent des acides aminés. Les CM (par exemple Murchison,
qui contient entre autres de la glycine et de I'alpha-AminolsoButyric acid (AIB)) et CR
contiennent majoritairement des acides alpha-aminés, alors que les trois autres groupes (Cl,
CV et CO) ont des distributions structurales trés différentes, ce qui implique différentes voies

de formations au sein des corps parents des météorites. Généralement, le métamorphisme
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thermique et I'altération aqueuse subie par les astéroides suite a leur accrétion est corrélée
aux variations en abondance et en distributions isomériques des acides aminés. Ces
altérations ont donc influencé la nature des composés prébiotiques délivrés a la Terre
primitive par les météorites. Il a été montré que les abondances totales en acides aminés sont
les plus fortes dans les chondrites les moins altérées, CR2 et CR3 (environ 80 a 300 ppm), et
sont significativement plus faibles (environ 0.7 a 7 ppm) dans les Cl, CM et CR1 (Glavin et al.,
2010; dans Burton et al., 2012b), ayant subi plus d’altération aqueuse, ainsi que dans les CO
et CV, thermiquement altérées (Burton et al., 2012a ; cf. également le tableau 1 dans Burton
et al., 2012b). Afin de déterminer leur contenu en acides aminés, la matiére organique est

extraite a I'eau, puis une hydrolyse acide est réalisée sur cet extrait.

1.3.6) Mars

1.3.6.1) Introduction

Située entre la Terre et Jupiter, Mars, notre plus proche voisin planétaire, est la
guatrieéme planete du systeme solaire, par ordre de distance croissante au Soleil.

C'est une planéte tellurique qui ne possede quasiment plus d’activité géologique
interne (bien qu’une activité volcanique récente a I'échelle des temps géologiques, c’est-a-
dire datant d’il y a 2 millions d’années ait été détectée, cf. Neukum et al., 2004).

Différents moyens de mesure ont permis, tout au long de I'exploration de Mars, de
déduire la composition de sa basse atmosphéere comme étant la suivante : CO; (95,32%), N2
(2,7%), argon 40 (1,6%), 02 (0,13%) et CO (0,07%). Cette derniére, ténue, comporte également
des traces d’eau, d’argon 36 et 38, de néon, de krypton, de xénon, d’azote, d'H,0; et de CHa
(Encrenaz, 2001, Owen, 1992; dans Encrenaz et al., 2004b).

Plus récemment, des mesures multiples réalisées par I'instrument SAM sur le rover
Curiosity, lors des 105 premiers sols suivant son atterrissage, ont permis de déduire la
composition atmosphérique suivante : CO; (96%), argon 40 (1,93%), N2 (1,89%), 02 (0,145%),
CO (<0,1%) (Mahaffy et al., 2013).
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1.3.6.2) Chronologie des temps géologiques martiens

L'accrétion et la différenciation de Mars se sont déroulées il y a environ 4,5 Ga,
seulement quelques dizaines de millions d’années aprés la formation du systéme solaire. Les
structures de la surface martienne ont permis, en se basant sur les relations d’intersection et
le nombre de cratéres d’'impact superposés, de diviser |’histoire géologique de Mars en trois
eres : le Noachien (de -4,1/-3,8 Ga a environ -3,7 Ga), nommé a partir de la région fortement
cratérisée de Noachis Terra ; 'Hespérien (d’environ -3,7 Ga a -3,3/-2,9 Ga), nommé a partir
d’Hesperia Planum ; et ’Amazonien (de -3,3/-2,9 Ga jusqu’aujourd’hui), nommé a partir de la
plus jeune Amazonis Planitia (Carr and Head Ill, 2010). L’'ensemble des lieux énoncés dans
cette partie sont indiqués sur la carte de Mars en annexe.

Le pré-Noachien était caractérisé par un champ magnétique, et sujet a de nombreux
impacts générateurs de bassins. Le Noachien était caractérisé par un fort taux de cratérisation,
d’érosion, et de formation de vallées (Figure I-16). C'est pendant cette période que s’est
formée la plus grande partie de Tharsis. Les conditions chaudes et humides, nécessaires a
I'activité fluviale, étaient rencontrées occasionnellement, comme par exemple lors de grands
impacts ou d’éruptions volcaniques. A la fin du Noachien, les taux d’impact, de formation de
vallées, de météorisation, et d’érosion, chuterent tous rapidement, mais le volcanisme
continua a un taux moyen relativement haut au travers de I'Hespérien, résultant en un
resurfacage d’au moins 30% de la planéte. De grands épanchements d’eau eurent lieu
épisodiquement, en formant des chenaux d’écoulement (Figure 1-17) et possiblement de
grandes étendues d’eau. Le changement a la fin du Noachien supprima la plus grande partie
de I'activité aqueuse a la surface, mis a part les grands épanchements d’eau, et résultat en la
croissance d’une épaisse cryosphere. Cependant, la présence occasionnelle de réseaux de
vallées, datant de [|’Hespérien, indiquent que [Iactivité hydrique ne disparut pas
complétement. Apreés la fin de I'Hespérien, la vitesse de I'activité volcanique ralentit encore.
Le taux moyen de volcanisme pendant I’Amazonien était approximativement 10 fois moins
élevé gu’au cours de I'Hespérien, et I'activité confinée largement a Tharsis et Elysium. La
principale ere d’épanchements d’eau était terminée, bien que de petits épanchements se
produisirent épisodiquement, jusqu’a des temps géologiques récents. Les taux d’érosion et de
météorisation restérent extrémement bas. La caractéristique la plus remarquable de

I’Amazonien est la formation de structures qui ont été attribuées a la présence,
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I’'accumulation, et le mouvement de glaces. L’erreur au niveau de la date de la fin du Noachien
est probablement minime, mais la date de la limite entre I'Hespérien et I’Amazonien pourrait
incorporer une erreur significative (en effet, la datation des terrains plus jeunes [<1 Ga] est
moins certaine, a cause de la distribution non-uniforme des cratéres secondaires, et la

possibilité d’un déclin du taux d’impact sur le long terme) (Carr and Head Ill, 2010).

1.3.6.3) Géologie et minéralogie martienne

Mars possede une surface complexe, et son régolithe (par définition, la couche la plus
superficielle de la surface d’une planéete, composée de blocs rocheux non-consolidés et de
particules de poussiere, résultant du bombardement météoritique) ne représente pas
seulement la couche superficielle de poussieres recouvrant la surface, mais aussi les horizons
sous-jacents, des roches partiellement altérées a la roche mere originelle. Ainsi, la
caractérisation du régolithe martien implique non seulement les roches primaires, mais aussi
les minéraux produits par les différents processus ayant lieu a la surface, c’est-a-dire la
météorisation par I'eau, ainsi que — de maniéere locale dans le temps et I'espace — d’autres
processus tels que [I’hydrothermalisme, le volcanisme, [I’évaporation, les impacts
météoritiques et I'érosion éolienne (Chevrier and Mathé, 2007). De nombreuses mesures ont
été réalisées au cours du temps, afin d’obtenir des informations sur la minéralogie martienne,
par les différents orbiteurs (Mariner 9, les orbiteurs Viking, Phobos 2, Mars Global Surveyor
[MGS], Mars Odyssey, Mars Express, Mars Reconnaissance Orbiter), atterrisseurs (Viking 1 et
2, Mars Pathfinder, Pheonix) et rovers (Sojourner, le rover de I'atterrisseur Mars Pathfinder ;
Mars Exploration Rovers [MER] Spirit et Opportunity ; Curiosity). Des découvertes importantes
ont été réalisées, telles que I'observation d’'une dichotomie crustale globale, de minéraux
produits par l'altération aqueuse, et du caractere oxydant du sol martien. Suite a des
observations réalisées par I'instrument OMEGA (Observatoire pour la Minéralogie, I'Eau, les
Glaces et I'Activité), une nouvelle chronologie des temps géologiques martiens (basée sur la
nature des minéraux détectés) été proposée, complétant la chronologie déja en place (i.e.

Noachien — Hespérien — Amazonien).

a) Dichotomie crustale
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Sur Mars, il existe une dichotomie entre les hauts plateaux de I’hémisphere Sud, de
couleur sombre, surtout formés de terrains cratérisés, et les grandes plaines du Nord, de
couleur plus claire et peu cratérisés (Figure 1-12, Figure I-13). Cette dichotomie pourrait étre

le produit d’un impact au cours du pré-Noachien (Carr and Head Ill, 2010).

Hauts plateaux du sud et silicates primaires

Les plateaux cratérisés (comprenant par exemple le cratére Gusev ou encore Hellas
Planitia) et globalement sombres (albédo inférieur a 0,2: figure 1-13), n‘ont pas subi
d’altération minéralogique majeure et globale depuis plus de 4 Ga. lls sont constitués des
minéraux de la cro(te initiale : les silicates (Bibring and Langevin, 2006).

Les silicates sont les minéraux les plus abondants a la surface des planétes telluriques
du systéme solaire. Ce sont des minéraux dont I’élément de base est le groupement SiOs*. Le
polyédre de coordination (groupement géométrique des anions autour des cations dans un
minéral) le plus fréquent est le tétraédre (Figure 1-10). Dans celui-ci, I'ion Si** est entouré de
quatre O%. Selon le mode d’assemblage des tétraédres, on distingue plusieurs cas a la base de
la classification des minéraux silicatés, classification incluant par exemple les tectosilicates,
nésosilicates, inosilicates, ou phyllosilicates. Sur Terre, les minéraux silicatés représentent
95% des constituants de I’écorce terrestre et quasiment 100% des constituants du manteau.
Sur Mars, la paragenese (assemblage de minéraux associés dans le temps et I'espace, et
résultant d’'un méme processus physico-chimique) silicatée primaire est de composition
basaltiqgue a andésitique (Chevrier and Mathé, 2007). Le basalte est une roche magmatique
(ou ignée, c’est-a-dire résultant du refroidissement d’un magma) extrusive (refroidissement
et donc cristallisation rapide en surface, formant de petits cristaux). Il existe quatre types
d’assemblages minéralogiques (ultramafique, mafique, intermédiaire et felsique) résultant de
la cristallisation fractionnée des silicates dans un magma (cela est d@ au fait que les cristaux
ne se forment pas tous en méme temps, les premiers a cristalliser étant les minéraux de haute
température). Le basalte résulte du refroidissement d’'un magma mafique (et est par
conséquent riche en pyroxenes et en feldspaths plagioclases calciques, avec possiblement une
petite quantité d'olivine ou d'amphiboles). L’andésite, également une roche ignée extrusive,

résulte du refroidissement d’'un magma intermédiaire (et est par conséquent composés
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d'amphiboles et de feldspaths plagioclases dont le contenu en calcium et sodium est

intermédiaire entre les deux péles, avec possiblement un peu de quartz et de biotite).

Figure |-10: le tétraédre SiO4*, élément de base des silicates (source : Université de Tulane)

Cette composition basaltique a andésitique de la surface martienne a été déduite a
partir d’observations orbitales réalisées par les sondes MGS et Mars Odyssey, d’analyses in
situ réalisées par les atterrisseurs Viking et Mars Pathfinder, et d’études de météorites de la
classe SNC (acronyme de « Shergottites, Nakhlites, Chassignites » ; classe de météorites
considérées comme provenant de Mars, cf. Treiman et al., 2000). Les principaux silicates
observés sur la surface sont le pyroxene, I'olivine et le plagioclase, méme si des minéraux
guartzo-feldspathiques riches en silice ont été mis en évidence et semblent indiquer que la
différenciation magmatique ait été plus importante que ce qui était pensé auparavant.
L'olivine, le pyroxene et le plagioclase ont été identifiés et cartographiés par MGS-TES (Mars
Global Surveyor - Thermal Emission Spectrometer), I'instrument THEMIS (Thermal Emission
Imaging System) de Mars Odyssey, et I'instrument OMEGA de Mars Express. De |'olivine et du
pyroxeéne ont également été observés in situ par les spectrometres mini-TES et Mossbauer sur

les MER (Chevrier and Mathé, 2007).

Ainsi, les hauts plateaux du sud montrent une forte abondance en pyroxene (Bibring
et al., 2006; Mustard et al., 2005), un inosilicate, et constituant important des laves
basaltiques. Les inosilicates sont des silicates dont les tétraedres sont disposés en chaines.
Chaque tétraedre partage deux sommets avec ses voisins. Dans le cas des pyroxenes, les
chaines sont simples et la formule générale est (SiO3)? ou (Si.06)* (Figure I-11). Les charges
négatives sont neutralisées par des cations. La nature de ceux-ci détermine la nature du
pyroxéne. Lorsque les cations intervenant sont Fe?* et Mg?*, on parle d’orthopyroxéne, de

formule approchée (Fe,Mg)«(SiOs). Lorsque les cations intervenant sont plus variés (e.g. Na,
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Ca, Al), on parle de clinopyroxéne, de formule approchée (Na,Ca,Al,Mg)«(SiO3). De I'olivine est
également présente dans les hauts plateaux du Sud (Bibring et al., 2006; Mustard et al., 2005).
L'olivine, également un silicate constitutif des roches basaltiques, est un nésosilicate. Dans les
nésosilicates, les tétraédres ne sont pas liés les uns aux autres par leurs atomes O (sommets).
Leur formule globale est donc (SiO4)*. Chez les olivines, les charges négatives sont neutralisées
par Fe?* ou Mg?* (ces deux ions ont le méme rayon et peuvent ainsi facilement se substituer
entre les tétraedres). Ces cations permettent la réunion des différents tétraedres. La formule

des olivines est (Fe,Mg)2(SiOa).

5,0,

Figure I-11: Structure d’un pyroxéne (source : Université de Tulane)

Le Fe-pyroxene détecté par OMEGA est le minéral le plus largement distribué sur Mars.
Du « high-calcium pyroxene » (HCP) et du « low-calcium pyroxene » (LCP) ont été identifiés
par I'instrument. Les régions riches en LCP sont situées dans la croite Noachienne. Les régions
riches en HCP sont situées dans les coulées de lave plus récentes. L’olivine est détectée dans
les terrains riches en pyroxene, ou dans des zones localisées au sein desquelles elle domine,
principalement au sein de bordures et de sols de cratéres, et a proximité de larges bassins

d’impact (Mustard et al., 2005).
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Figure I-12 : Carte de la topographie martienne, réalisée a partir des données obtenues par

I'instrument MOLA (Mars Orbiter Laser Altimeter) sur I'orbiteur MGS (source : NASA / JPL).
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Figure I-13 : Carte de la surface martienne, réalisée a partir des observations obtenues par
I'instrument MOC (Mars Orbiter Camera) de I'orbiteur MGS (Source : figure 24 dans Szwast et al.,

2006)

53



Chapitre | : Bibliographie

Basses plaines du nord et oxydes de fer

Au contraire des hauts plateaux du Sud, les basses plaines du Nord sont recouvertes
en grande partie par des terrains plus clairs (albédo supérieur a 0,3; Figure |-13), peu
cratérisés, qui donnent a Mars sa couleur rouge. Contrairement aux terrains les plus anciens,
dans lesquels I'olivine et le pyroxéne sont encore présents a une échelle globale, ces terrains
plus jeunes et plus brillants ne présentent aucune signature des minéraux mafiques de la
croQte initiale, alors gu’ils en sont issus (c’est le cas de la plus grande partie de la surface plus
jeune, particulierement au sein des basses plaines du Nord). En revanche, leur spectre montre
la présence d’oxydes ferriques, qui donnent a Mars sa couleur rouille typique (Bibring et al.,
2006 ; Bibring and Langevin, 2006). Les constituants originaux ont été soit fortement altérés,
soit recouverts par de la poussiére fortement altérée (Bibring et al., 2006).

Du fait de sa couleur rouge, et également car ils se forment au sein de systéemes
d’altération sur Terre, les premiers minéraux proposés pour la surface de Mars étaient des
minéraux contenant du fer. Les observations ont confirmé cela : le régolithe martien contient
environ 20% en poids de Fe3*, principalement sous la forme d’oxydes et d’(oxy)hydroxydes de
fer (Chevrier and Mathé, 2007). Le groupe des oxydes, hydroxydes et oxyhydroxydes de fer
posséde pour anion soit un oxygene (—0), soit un groupement hydroxyle (—OH), soit un
oxygene et un hydroxyle (—OOH), respectivement (Stanjek, 2003). Les différents orbiteurs qui
ont réalisé des mesures spectroscopiques ont également fournit des preuves de la présence
de divers (oxy)hydroxydes de fer a la surface de Mars. Les principales phases identifées sont
des formes variées d’hématite — depuis la forme microcristalline rouge jusqu’a la forme
cristalline spéculaire grise — et goethite. L’hématite est un oxyde de fer de formule a-Fe>03 et
la goethite est un oxyhydroxyde de fer de formule a-FeOOH. La présence de ces phases a été
confirmée par des mesures in situ réalisés par les sondes Viking 1 et 2, Mars Pathfinder, et les
rovers MER. L’échantillonage des phases magnétiques du sol, suivi par I'analyse
spectrométrique par Mini-TES et MoOssbauer (expériences réalisées par les sondes Viking et
par les rovers Pathfinder et MER) ont montré que le sol est uniformément enrichi en une ou
plusieurs phases fortement magnétiques (1 — 7% du sol serait constitué de minéraux
magnétiques) de nature inconnue (Chevrier and Mathé, 2007).

Dans Meridiani Planum, ou de I’hématite cristalline avait déja été détectée depuis

I’orbite par MGS-TES, des sphérules d’hématite (des concrétions d’hématite cristalline) (Figure
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I-14), associées a des sulfates ferriques (jarosite) ont été détectées par Opportunity au sein
d’affleurements évaporitiques. Il est trés probable que I'hématite identifiée par MGS-TES
corresponde aux sphérules détectées par Opportunity, en raison de leur caractére gris et
cristallin, par contraste avec les autres formes —tres distinctes — d’hématite. Spirit a également
trouvé des phases contenant du fer, indiquant la présence de nanophase plus ou moins
amorphe, d’oxydes et d’oxyhydroxydes de fer (magnétite, hématite et goethite), et de sulfate

de fer (lll) (Chevrier and Mathé, 2007). La magnétite est un oxyde de fer de formule y-Fe30a.

Figure I-14 : Image de I'instrument Pancam du rover Opportunity, montrant des billes (ou sphérules,
ou encore « berries » ou « blueberries ») d’hématite cristalline sur le site de Meridiani Planum
(source : NASA / JPL / Cornell). La marque circulaire correspond a un brossage de la roche pour

mesures par I'instrument MIMOS (MIniaturised MOssbauer Spectrometer).

L'anti-corrélation entre les minéraux mafiques (olivine et pyroxéne) des vieux terrains
et les minéraux altérés (sous la forme d’oxydes de fer) des jeunes terrains est mise en évidence
par I'observation des cartes globales du pyroxéne et des oxydes ferriques nanophase (Figure
I-15) (Bibring et al., 2006). Il est supposé que les terrains clairs ont été altérés non pas par
I’eau, mais par voie chimique. En effet, il a été montré qu’ils ne sont pas hydratés, et qu’ils
n’ont pas besoin de la présence d’eau liquide pour se former (Bibring et al., 2006). L’altération
qui les a formés ne résulte donc pas de I'action d’eau liquide, contrairement a ce qui était

pensé auparavant. L'oxydation des plaines du Nord, a I'origine de la couleur rouille de Mars,
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viendrait plutot d’une lente oxydation de la surface par des constituants atmosphériques,
présents en faible concentration, réalisée au cours des derniers 3,5 Ga (Bibring et al., 2006). Il
semble également que cette altération n’ait affecté le régolithe que de maniere superficielle.
Cette hypothése est supportée par les observations d’une fine cro(te d’altération sur des
roches basaltiques par le rover Spirit sur son site d’atterrissage de Gusev (Bibring et al., 2006).
Cette crolte est épaisse de quelques millimétres au plus, et la roche sous-jacente n’est pas
altérée. Le léger béchage du sol par les roues des rovers Spirit et Opportunity a également
laissé apparaitre des minéraux sombres et non altérés, montrant la faible épaisseur de la

couche d’altération.

Figure I-15 : Cartes globales du pyroxéne (en haut) et des oxydes ferriques nanophases anhydres (en

bas), réalisées grace aux données recueillies par I'instrument OMEGA de I'orbiteur Mars Express. La
crolte ancienne et cratérisée, montrant de fortes concentrations en pyroxéne (en haut, jaune a
rouge) n’est pas couverte par les minéraux altérés (en bas, bleu a vert). Inversement, les terrains sans
minéraux mafiques (en haut, bleu) correspondent aux plus fortes concentrations en oxydes de fer (en

bas, rouge a blanc) (Source : (Bibring et al., 2006)

b) L’eau et les minéraux produits par I’altération aqueuse
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Bien que I'eau liquide ne semble pas étre responsable de I'oxydation superficielle et
tardive des plaines du Nord, il semble qu’elle ait tout de méme joué un role dans I’histoire de
la planete.

De nos jours, la pression atmosphérigue moyenne sur Mars est de 7 mbar, la
température moyenne est de 218 °K, et la glace d’eau se sublime dans I'atmospheére, sous-
saturée en eau (Ehlmann et al., 2011).

Des traces d’eau ont été détectées sur Mars, sous forme de vapeur d’eau et de nuages
de glace d’eau dans I'atmospheére, ainsi que de la glace d’eau prés de la surface aux hautes
latitudes, et a la surface dans les régions polaires (Jakosky and Mellon, 2004).

Plus récemment, I'atterrisseur Phoenix a permis de mettre en évidence une fine
couche de glace d’eau a une profondeur de 5 a 18 cm, ainsi qu’un recouvrement de la surface
par de la neige et du givre pendant la nuit. De plus, suite au creusement d’une tranchée dans
le sol par le bras robotique de Phoenix, plusieurs morceaux d’un matériau clair ont été mis en
évidence, et avaient disparu quatre sols plus tard. Ce comportement est en adéquation avec
de la glace d’eau disparaissant par sublimation (Smith et al., 2009).

Dans le cadre de la mission MSL (rover Curiosity), lors du chauffage d’échantillons de
dépots éoliens (cratére Gale, site de Rocknest) et de I'analyse des gaz libérés, de I'eau a été
détectée. L'abondance de cette eau (représentant 1,5 a 3% de la masse de sol) et sa
température de libération suggerent que I'eau est liée au sein d’'un composant amorphe de
I’échantillon (Leshin et al., 2013). De plus, un perchlorate de calcium hydraté, de formule
Ca(ClOa4)z - n(H20), représente le candidat le plus pertinent pour expliquer la libération d’O>
coincidant avec une libération de chlore, libérations observées au cours de cette expérience
(Glavin et al., 2013).

De I'eau a également été détectée par analyse des gaz libérés lors de la pyrolyse de
deux échantillons de roches sédimentaires (nommés John Klein et Cumberland) provenant de
la baie de Yellowknife (cratere Gale) (Ming et al., 2014). La formation sédimentaire Yellowknife
Bay, dans le cratére Gale, est interprétée comme étant un dépot lacustre peu profond
(Grotzinger et al., 2014; Vaniman et al., 2014). Elle est constituée de trois membres
stratigraphiques : Sheepbed, Gillespie Lake, et Glenelg. Le membre Sheepbed est le plus bas
stratigraphiquement. Sa base n’est pas exposée, et il est composé de mudstone de couleur
grise en couches (McLennan et al., 2014). C’'est au sein du membre stratigraphique Sheepbed

gu’ont été prélevés les échantillons John Klein et Cumberland. Au sein de ces échantillons, les
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phases incorporant de I'eau (sous forme H,O ou OH) incluent des phyllosilicates, de la
bassanite (un sulfate de calcium hydraté de formule CaS04:0.5H,0), de I'akaganéite (un
oxyhydroxyde de fer contenant du chlore, de formule B-Fe3*O(OH,Cl), et des matériaux
amorphes (Ming et al., 2014). Le phyllosilicate (une smectite) de Cumberland présente un
large espacement inter-feuillets, suggérant, entre autres explications, la présence d’eau entre
ses feuillets (Vaniman et al., 2014).

Toujours au cratere Gale, une analyse de ’lhumidité relative, et de la température de
I’air et du sol par le rover Curiosity a permis de montrer que les conditions au sein du cratére
sont favorables a la formation temporaire, pendant la nuit, d’eau liquide contenant des sels,
dans les cing centimeétres supérieurs de la sous-surface. Cette eau serait évaporée apres le
lever du soleil (Martin-Torres et al., 2015).

Les calottes glaciaires polaires sont également constituées de glace d’eau, recouverte
par une fine couche de glace de dioxyde de carbone pour la calotte sud (Bibring et al., 2005;
Langevin et al., 2005b).

Ainsi, de nos jours, I’'eau sur Mars semble exister principalement sous forme solide et
gazeuse, auxquelles nous pouvons ajouter les résultats récents, montrant une présence d’eau
liée au sein de minéraux, et corroborant une présence temporaire d’eau liquide en faible
guantité dans la sous-surface proche.

Cependant, il semble que I'eau liquide n’ait pas toujours été présente sur Mars de
maniere ponctuelle et en faibles quantités: les premieres observations de Mars ont permis
I'observation de réseaux de vallées (Figure I-16), de deltas, et de chenaux d’écoulement
(Figure 1-17), fournissant des preuves géomorphologiques de la présence d’eau de surface au
cours du Noachien et de I'Hespérien (Ehlmann et al., 2011). Certains auteurs proposent la
présence d’un vaste océan recouvrant I’'hémisphere Nord il y a environ 3,5 Ga (Di Achille and

Hynek, 2010).
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Figure I-16 : Image prise par I'orbiteur Viking 1 (le 13 septembre 1976), montrant Parana Valles, un
réseau de vallées dans la région Margaritifer Sinus, sur Mars. La zone représentée est large d’environ

250 km (source : NASA / JPL).

AT RITL Barigg |- Ny

Figure 1-17 : Mosaique montrant Kasei Valles, un chenal d’écoulement (source : ESA / DLR / FU Berlin

(G. Neukum))
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Le role joué par I’eau au cours de I’histoire de Mars est également mis en évidence par
la détection, au sol et depuis I'orbite, de minéraux produits par une altération aqueuse. Ces
minéraux d’altération incluent notamment des sulfates (Bandfield, 2002; Gendrin et al., 2005;
Squyres et al., 2004; Vaniman et al., 2014), ainsi que des minéraux hydratés, tels que des
phyllosilicates (Poulet et al., 2005; Vaniman et al., 2014). Plus récemment, des carbonates
(Ehlmann et al., 2008) et des chlorures (Osterloo et al., 2008) ont été détectés.

Par la suite, nous considérerons comme minéral hydraté tout minéral contenant dans
sa structure de I'eau H,0 ou un groupement hydroxyle OH ; définition utilisée par exemple
par Bishop (2005) ou Rivkin et al. (2002). Ainsi, cela inclut par exemple les
hydroxydes/oxyhydroxydes de fer, phyllosilicates, carbonates hydratés et sulfates hydratés
(un tableau plus exhaustif peut étre trouvé dans Bishop, 2005. L'auteur considére également
comme hydratés les minéraux qui peuvent adsorber de I'’eau a leur surface de leurs grains,

sous |'effet des charges de surface).

Phyllosilicates et autres silicates hydratés

Que sont les phyllosilicates ?

Les phyllosilicates (du grec ancien phyllon, « feuille ») sont des silicates dans lesquels
les tétraédres (élément de base des silicates) sont reliés par trois de leurs sommets (oxygenes)
et forment un réseau plan a maille hexagonale, ou couche tétraédrique (Figure 1-18). La

formule globale des phyllosilicates est donc (Si2Os)* ou (SizO10)*.

Figure I-18: structure des phyllosilicates (source : Université de Tulane)
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La plupart des phyllosilicates comportent des anions OH", qui s’incorporent dans le
réseau cristallin (figure 1-19), leur conférant la qualité de minéraux hydratés (Bishop, 2005;
définition de minéral hydraté). Cependant, seuls certains phyllosilicates sont capables

d’incorporer des molécules d’eau entre leurs couches.

Figure I-19 : position de I'anion OH" dans le réseau cristallin des phyllosilicates (Université de Tulane)

En plus des couches tétraédriques (abrégées par la lettre T), les phyllosilicates sont
également constitués de couches octaédriques (abrégées par la lettre O). Ces couches
octaédriques sont en fait constituées de cations (divalents ou trivalents) se trouvant en
coordination octaédrique avec les oxygenes ou ions OH" des couches tétraédriques (figure I-
20). L'oxygene du tétraedre utilisé pour la coordination est celui des quatre qui n’est pas utilisé

pour former la couche tétraédrique (on I'appelle 'oxygéne apical, cf. figure 1-19).

Mg*2, Fe*2, or AI*3
O or OH"
Figure I-20 : structure d’une couche octaédrique (Université de Tulane). Les oxygénes représentés ici

sont les oxygeénes apicaux des tétraedres.

Ces différentes couches (T et O) sont empilées au sein d’un feuillet, et les phyllosilicates

sont constitués d’un empilement de feuillets. La facon dont les couches tétraédriques et
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octaédriques sont empilées au sein d’un feuillet permet de distinguer les différents

phyllosilicates :

- les phyllosilicates TO (également appelés 1:1), ol chaque feuillet est constitué d’une
couche tétraédrique et d’'une couche octaédrique (figure 1-21). Les feuillets sont liés entre eux

par des liaisons Van der Walls.

Feuillet

Figure I-21 : structure des phyllosilicates TO (Université de Tulane)
- les phyllosilicates TOT (ou 2:1), ou chaque feuillet est constitué d’une couche

octaédrique située entre deux couches tétraédriques (figure I-22). Les feuillets sont également

liés entre eux par des liaisons Van der Walls.

Feuillet o]

Figure 1-22 : structure des phyllosilicates TOT (Université de Tulane)

- les phyllosilicates TOT:O (ou 2:1:1, ou 2:2), pour lesquels une couche octaédrique est

immiscée entre chaque feuillet TOT (figure 1-23).
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Figure I-23 : structure des phyllosilicates TOT:0O
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Selon si les cations de la couche octaédrique sont divalents ou trivalents, le
phyllosilicate sera qualifié de dioctaédrique et trioctaédrique, respectivement.

A titre d’exemple, la lizardite Mg,Si>0s(OH)a est un phyllosilicate trioctaédrique ; et la
kaolinite Al;Si;Os(OH)s est un phyllosilicate dioctaédrique (ces deux phyllosilicates sont de

structure TO).

Les phyllosilicates incluent (cette classification peut varier selon les sources) les micas,
le groupe des chlorites, le groupe de la serpentine, le talc, et les argiles (figure 1-24). Sur terre,
les argiles sont les produits les plus communs de la météorisation (« weathering ») chimique
et un des plus abondants constituants des roches sédimentaires.

Les argiles comprennent les kandites, les smectites et les illites (figure 1-24). Les

chlorites sont parfois considérées comme faisant partie des argiles.
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/ Phyllosilicates

Micas Groupe des Groupe de la Talc Argiles
chlorites* serpentine*
e.g.,
Muscovite® Cha(rer'\i.;ite*
KAI;(AlSiz010)(OH
AAISi;0w0) (OH)2 (Fe**,Mg)sAl(AlSi;Os0)
(OH)s
y
Kandites Smectites Ilites*
e.g., e.g.,
Kaolinite* Montmorillonite*
Halloysite (Na,Ca)o.33(Al,Mg);

(Alz(SizOs)(OH)a) (Siaolo)(OH)z'nHzo
Nontronite*

Nao_3Fez((Si,A|)aolo)
(OH)z‘nHzo

Figure |-24 : classification des phyllosilicates, avec quelques exemples. Les minéraux dont le
nom est en gras sont des minéraux capables d’incorporer de I'eau entre leurs feuillets. Les minéraux
marqués d’un astérisque ont été détectés sur Mars. Source de la classification : Université de Tulane,

2011. Remarque : la nomenclature évolue constamment, cette classification est donc susceptible
d’étre différente de celle rencontrée dans d’autres sources. La nomenclature et la classification des
minéraux sont revues par la « Commission on New Minerals, Nomenclature and Classification »
(CNMNC) de I’ « International Mineralogical Association » (IMA). Les formules données dans ce
manuscrit sont issues de mindat.org, une base de données en ligne tenue par la « Hudson Institute of

Mineralogy » et basée sur la nomenclature de la CNMNC.

Comme précisé plus avant, seuls certains phyllosilicates sont capables d’incorporer des
molécules d’eau entre leurs feuillets. C'est par exemple le cas de la vermiculite et des
smectites, pouvant incorporer des molécules d’eau entre leurs feuillets TOT. Ces deux types
de phyllosilicates sont donc capables d’expansion, et leur volume augmente lorsque de I'eau
est intégrée a leur structure. La vermiculite est généralement classée dans le groupe des
argiles, voire dans un groupe appelé groupe montmorillonite-vermiculite (la montmorillonite
étant elle-méme une smectite, donc une argile).

Cependant, toutes les argiles ne sont pas capables d’incorporer des molécules d’eau

entre leurs feuillets. Par exemple, la kaolinite (de formule Aly(Si;Os)(OH)a), I'argile la plus
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commune parmi les kandites, ne posséde pas d’eau entre ses feuillets TO, au contraire de
I’halloysite, (également une kandite), de composition similaire mais capable d’incorporer de
I’eau entre ses feuillets. Lorsqu’elle est hydratée, la formule de I'halloysite peut étre écrite de
la maniére suivante : Al;Si;Os(OH)s - 4H,0 (a noter que la kaolinite et I’halloysite sont parfois
classées dans un groupe appelé le groupe kaolinite-serpentine). Les illites ne peuvent pas non
plus incorporer d’eau entre leurs feuillets TOT, car I'espace inter-feuillet est comblé par des

cations K*, Ca?* ou Mg?* (a noter que les illites sont parfois classées dans le groupe des micas).

Histoire de la détection des phyllosilicates.

Des phyllosilicates ont été détectées de maniere non ambiglie pour la premiere fois
sur Mars par le spectrometre infrarouge OMEGA de l'orbiteur Mars Express. Ces
phyllosilicates ont été détectés dans les hauts plateaux du sud, au sein de terrains datant du
Noachien, en association avec deux types de terrains: des dépo6ts sombres et des
affleurements érodés (Poulet et al.,, 2005; Ehlmann et al., 2013). Les phyllosilicates
correspondant le plus aux signatures spectrales observées incluent la nontronite (de formule
Nao.3Fez((Si,Al)4010)(OH)2-nH,0), la montmorillonite (de formule
(Na,Ca)o.33(Al,Mg)2(Siz010)(OH)2-nH,0) (argiles riches en Fer et en Al, respectivement), et la
chamosite (chlorite de Fe/Mg, de formule (Fe?*,Mg)sAl(AlSisO10)(OH)s) (Poulet et al., 2005). La
nontronite et la montmorillonite font partie du groupe des smectites, argiles possédant la

capacité d’absorber de I’eau entre leurs feuillets.

Par la suite, le rover Curiosity a permis d’apporter de nouvelles détections de
phyllosilicates, lors de son passage a Yellowknife Bay. L'analyse de données obtenues par
Diffractométrie a Rayons X (DRX), acquises par linstrument CheMin (Chemistry and
Mineralogy) du rover Curiosity, a permis de mettre en évidence la présence de smectites
trioctahédriques 2:1 au sein de deux échantillons (John Klein et Cumberland) prélevés au sein
du membre Sheepbed (Vaniman et al., 2014), un des trois membres stratigraphiques de la
formation sédimentaire Yellowknife Bay. La smectite de Cumberland présente un large
espacement inter-feuillets, suggérant, entre autres explications, la présence d’eau entre ses
feuillets (Vaniman et al., 2014). De plus, les smectites présentes dans les échantillons John
Klein et Cumberland pourraient étre a I'origine d’une partie de I'’eau détectée lors de I'analyse
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des gaz libérés (« Evolved Gas Analysis », EGA) réalisée par SAM sur ces échantillons (Ming et
al., 2014).

De son co6té, le rover Opportunity s’est rendu au cratere Endeavour, sur le site
Matijevic Hill, ol des smectites riches en Fe3* avaient été détectées par le spectrométre CRISM
(Compact Reconaissance Imaging Spectrometer for Mars) sur l'orbiteur MRO (Mars
Reconnaissance Orbiter). Des données obtenues suite a I'analyse élémentaire de roches par
I'instrument APXS (Alpha Particle X-Ray Spectrometer) sur Opportunity sont en accord avec la
présence de telles smectites. De plus, des données obtenues par Pancam (Panoramic Camera),
sous la forme d’une bande d’absorption pouvant étre expliquée par la présence d’une
smectite riche en Fe3*, fournissent un indice de plus en faveur de la présence de telles
smectites a Matijevic Hill. L’origine de la signature détectée par CRISM provient probablement
de faibles couches de sédiments (« veneers ») sombres, recouvrant discontinuellement des

affleurements plus clairs, et constituées de smectites riches en Fe3* (Arvidson et al., 2014).

Localisation des phyllosilicates

Sur Mars, les phyllosilicates détectés depuis 'orbite le sont dans les terrains les plus
anciens, c’est-a-dire ceux du Noachien : soit dans les hauts plateaux du Sud, soit dans des sols
exposés des basses plaines du nord (érosion, crateres). La majorité des argiles détectées sur
Mars sont en relation avec des cratéres d’impacts : dans les pics centraux, les murs ou les
éjectas. Elles sont également détectées dans des sols exposés par une forte érosion et dans
des escarpements tectoniques de grande taille : certains exposent des argiles qui étaient
enfouies a des centaines, voire jusqu’a des milliers de metres. Des argiles sont également
présentes dans certains dépots sédimentaires (Bibring and Langevin, 2006; Ehlmann et al.,
2013).

Une cartographie globale a I'aide d’"OMEGA et du spectromeétre CRISM sur I'orbiteur
MRO a permis de découvrir de vastes affleurements (supérieurs a 100 000 km?) incluant des
argiles, au sein de terrains autour de Nili Fossae et Mawrth Vallis. De plus, des milliers
d’occurrences isolées d’argiles ont été détectées dans des affleurements de plus petite taille
au sein des hauts plateaux du sud, ainsi qu’en association avec des grands cratéres des basses
plaines du nord (Ehlmann et al., 2013). L'observation de cratéres dans les basses plaines du
nord, par OMEGA et CRISM (sur Mars Express et MRO, respectivement) a permis de mettre
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en évidence la présence de phyllosilicates de Fe/Mg, de phyllosilicates d’Al (montmorillonite
et kaolinite, de formule Al,(Si20s)(OH)a), ainsi que de chlorite (groupe de phyllosilicates) et de
prehnite (un inosilicate de formule CayAl;Sis010(OH);). Différents phyllosilicates sont parfois
trouvés en association, par exemple au cratere Stokes (assemblage de phyllosilicates de
Fe/Mg et de Al) (Carter et al., 2010). Certaines régions montrent d’ailleurs une stratigraphie
d’argiles Al au-dessus d’argiles Fe/Mg. Les assemblages d’argiles au sein de profondes unités
stratigraphiques dans la croute martienne incluent des smectites de Fe/Mg, des chlorites et
des silicates hydratés formés a plus haute température (jusqu’a 400°C, cf. Ehlmann et al.,
2011). Ceux trouvés au sein des sédiments incluent des smectites de Fe/Mg, de la kaolinite,
des sulfates, des carbonates et des sels de chlorure (Ehimann et al., 2013).

Les observations depuis I'orbite ont permis de montrer que les smectites de Fe/Mg
sont les argiles les plus communes sur Mars, trouvées dans plus de 75% des emplacements ou
des silicates hydratés ont été détectés. La chlorite est le deuxieme phyllosilicate le plus
abondant. Des minéraux plus rares incluent la prehnite, la serpentine (un groupe de
phyllosilicates), l'illite (un groupe de formule générale KogsAl2.0[Alo.655i3.35010](OH)2, classé
dans les argiles, ou parfois les micas) ou la muscovite (un mica de formule KAl(AlISi3010)(OH)2),
la silice hydratée (de formule SiO,-nH;0) et I'analcime (une zéolite, aluminosilicate de formule
Nax(AlSis012):2H,0) dont des assemblages de minéraux indiquant une altération a
température élevée (Ehlmann et al., 2013), jusqu’a 400°C (Ehimann et al., 2011). Ces derniers,
ainsi que la chlorite, sont presque exclusivement associés a des crateres. Bien que moins
communes que les argiles de Fe / Mg, des argiles de Al ont également été détectées sur Mars.
Les sels, tels que les carbonates, chlorures et sulfates ne sont habituellement pas trouvés dans
les mémes unités géologiques que les argiles, une exception étant des argiles et des
carbonates trouvés au sein du pic central du cratere Leighton, dans Syrtis Major. De plus, des
chlorures, sulfates et carbonates ont pu étre trouvés en association avec des argiles au sein
de dépots sédimentaires (Ehlmann et al., 2013).

Alors que les argiles sont globalement distribuées dans les terrains du Noachien, les
plaines volcaniques majeures de I’'Hespérien au sein de Syrtis Major, ainsi que les plaines du
nord, ne montrent aucune preuve non ambigle de la présence d’argiles. A la place, des
sulfates sont détectés au sein de quelques formations autour de Valles Marineris — formations
datant de I’'Hespérien et de I'’Amazonien. Des sédiments dans les basses plaines du sud et dans

les plaines de lave de I’'Hespérien et de ’Amazonien montrent des preuves de la formation de
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revétements et cro(ites de produits amorphes résultant d’'une météorisation (Ehimann et al.,
2013).

Pourquoi, sur Mars, la plupart des argiles détectées sont-elles en relation avec des
cratéres d’impact ? Les cratéres servent de bassins dans lesquels les sédiments s’accumulent.
De plus, ils servent de sondes de la subsurface, grace a I'excavation de matériaux enterrés en
profondeur et leur exposition au sein des éjectas, murs et pics centraux. Des études au
laboratoire ont permis de montrer que lors de la formation des crateres, le choc ne forme pas
d’argiles, mais des matériaux choqués pourraient étre plus susceptibles a une météorisation
ultérieure en argiles. Finalement, la chaleur de I'impact pourrait entrainer la formation de
systemes hydrothermaux en profondeur. Ainsi, les argiles associées aux crateres d’impacts,
c’est-a-dire la majorité des argiles trouvées sur Mars, pourraient avoir été formées par (i)
I’excavation d’argiles formées dans le passé ou (ii) une circulation hydrothermale causée par
I'impact. En général, les observations correspondent a une présence d’argiles causée par le
premier mécanisme (Ehlmann et al., 2013). L'observation d’argiles au sein des cratéres serait
donc due a I'excavation des couches datant du Noachien, plutét qu’a une formation d’argiles

suite a la formation de systemes hydrothermaux causée par I'impact (Ehlmann et al., 2011).

Implications

Diverses implications peuvent étre formulées quant a la découverte d’argiles sur Mars,
mais aussi quant a la restriction des argiles aux terrains du Noachien. De plus, I'analyse de la
facon dont les argiles se sont formées permet également d’apporter des réponses relatives a
I’environnement martien primitif.

Premiérement, les phyllosilicates constituent un indice fort en faveur de I'existence de
I’eau liquide pendant de longues périodes au cours de I'histoire de Mars. En effet, pour se
former, ces minéraux nécessitent d’abondantes quantités d’eau en contact prolongé avec des
silicates primaires (Bibring and Langevin, 2006). Des phyllosilicates ont notamment été
détectés in situ par I'instrument CheMin de Curiosity a Yellowknife Bay (Vaniman et al., 2014),
site interprété comme étant un dépot lacustre peu profond (Grotzinger et al., 2014; Vaniman
et al., 2014).

Deuxiémement, la présence d’argiles dans les terrains les plus anciens (hauts plateaux
du sud, excavations de cratéres des basses plaines du nord), ceux du Noachien, indique une
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interaction de longue durée entre I'eau et la roche au commencement de |'histoire de Mars,
il y a plus de 3,7 Ga. La restriction des phyllosilicates aux terrains les plus anciens pourrait
indiquer des conditions climatiques spécifiques au cours du Noachien, avec une présence
d’eau plus abondante que celle nécessaire a la formation de sulfates au cours de I'Hespérien
(Poulet et al., 2005, dans Chevrier and Mathé, 2007 ; Bibring and Langevin, 2006).
Finalement, I'analyse de la fagon dont les argiles se sont formées peut indiquer quelles
conditions environnementales prédominaient au cours de I'histoire primitive de Mars
(Ehlmann et al., 2011). Les argiles peuvent se former a proximité de la surface, par
météorisation ; ou dans de I'eau souterraine dominée par la glace (toujours a proximité de la
surface). Mais elles peuvent aussi se former sous la surface, sous l'action de fluides
hydrothermaux (un fluide hydrothermal est un fluide chaud et riche en eau, circulant dans la
crote de la planéte; cf. Arndt, 2011) (Ehlmann et al., 2013). Si les phyllosilicates se sont
formés sous la surface, en présence d’eau souterraine / fluides hydrothermausx, il est possible
gue I'environnement martien ait toujours été aride et froid, excepté pour quelques épisodes
ponctuels. Cependant, si les argiles se sont formées pres de la surface par météorisation,
comme il est couramment observé sur Terre, leur présence pourrait indiquer, dans le passé,
des conditions de surface plus chaudes et plus humides qu’a présent, ainsi qu’une atmosphere

primitive dense (Bibring et al., 2006; Ehlmann et al., 2011).

Sulfates

De fortes concentrations de soufre ont fréquemment été détectées dans le sol martien
par Viking, Pathfinder et les MER (Chevrier and Mathé, 2007). Ainsi, selon les auteurs, ces
fortes abondances de soufre sont trouvées sur la plus grande partie de la surface martienne
connue ; et sont expliquées par la présence de sulfates, résultant de I'altération du socle
basaltique. Les sulfates sont des minéraux dont I'élément de base est le groupement SO4%.

Depuis I'orbite, Mars Express et MRO ont permis l'identification de différents sulfates,
incluant du gypse (CaSOa4-2H,0) (Bibring et al., 2005; Gendrin et al., 2005; Langevin et al.,
2005a), de la kiesérite (MgS04-H,0) (Arvidson et al., 2005; Bibring et al., 2005; Gendrin et al.,
2005), de l'alunite (KAI3(SO4)2(0H)s) (Swayze et al., 2008; dans Ehlmann et al., 2013), de
I’hydroniumjarosite  (jarosite  contenant [l'ion  hydronium H30*, de formule
(H30)Fe3*3(S04)2(0H)e) (Milliken et al., 2008), et un sulfate de fer(Ill) hydroxylé (Bishop et al.,
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2009). L'instrument CRISM (a bord de MRO) a permis la détection de sulfates mono- et
polyhydratés. Les sulfates monohydratés détectés sont probablement de la szomolkonite
(FeS04-H,0) et de la kiesérite ; tandis que les sulfates polyhydratés sont possiblement de la
ferricopiapite (Fes(SO4)sO(OH)-20H,0), de la mélantérite (FeSO4-7H.0) ou de la starkyite
(MgS04-4H,0) (Bishop et al., 2009). L'intrument OMEGA (a bord de Mars Express) a permis la
détection de sulfates polyhydratés, incluant possiblement de I'epsomite (MgS04-7H,0)
(Gendrin et al., 2005).

De plus, des sulfates ont été identifés in situ dans des affleurements sédimentaires de
Meridiani Planum (corroborant la détection de sulfates au sein de Terra Meridiani par
OMEGA) par les spectrometres Mossbauer et mini-TES d’Opportunity, qui a détecté des
concentrations atteignant les 25% en masse de SOs (Squyres et al., 2004). Les principaux
sulfates identifiés sont la jarosite (le groupe des jarosites a pour formule générale
(K,Na,H)Fes(S04)2(0OH)s (Christensen et al., 2004; Klingelhofer et al., 2004), des sulfates de
magnésium (Christensen et al., 2004; Squyres et al., 2004) et des sulfates de calcium
(Christensen et al., 2004; Squyres et al., 2004). Des sulfates de magnésium, fer(lll) et calcium
ont également été identifés par Spirit dans les affleurements de Columbia Hills (Ming et al.,
2006; Wang et al., 2006), avec des concentrations en sulfates allant jusqu’a 44% (Ming et al.,
2006).

Les sulfates hydratés détectés depuis I'orbite grace a OMEGA sont en association avec
des dépots stratifiés de couleur claire, au sein de Valles Marineris, Terra Meridiani et
Margaritifer Sinus (Gendrin et al., 2005). Toujours au sein de Terra Meridiani, de I'eau
moléculaire a été détectée : adsorbée a la surface de matériaux stratifiés, et incoporée sous
forme d’eau de structure dans de la kiesérite, au sein d’un plateau de couleur sombre
(Arvidson et al., 2005). Les auteurs concluent qu’Opportunity a analysé la partie supérieure
des dépots dans lesquels OMEGA a détecté I'’eau moléculaire et la kiesérite. Cela indiquerait
gue des processus agueux ont été impliqués dans la formation et/ou I'altération de matériaux
sur des distances de centaines de kilometres et a travers plusieurs centaines de metres
d’épaisseur (Arvidson et al., 2005). Des sulfates sont également présents au sein de la région
polaire Nord, dans une région correspondant a des dunes longitudinales sombres (Langevin

et al., 2005a).
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L'activité volcanique aurait été la source la plus probable de soufre (sous la forme de
H,S, dioxyde de soufre SO;, ou de cendres pyroclastiques riches en soufre), nécessaire a la
formation de sulfates (Langevin et al., 2005a).

Différents processus peuvent étre considérés pour expliquer la formation de sulfates,
notamment la circulation d’eau souterraine dans des sédiments enterrés. En effet, ils auraient
pu se former en profondeur, en présence de fluides riches en soufre, dans un environnement
hydrothermal. Les dépbts stratifiés pourraient provenir de cendres volcaniques ou de dépots
éoliens, altérés par la suite en sulfates par une circulation d’eau souterraine acide. Les
conditions hydrothermales pourraient aussi avoir favorisé le dép6t de sulfates par percolation
d’eau salée souterraine (Gendrin et al., 2005; Langevin et al., 2005a).

Les sulfates pourraient également provenir de l'altération de minéraux mafiques
(basaltes) sous I'action de pluie et/ou givre acide. En effet, 'eau pourrait avoir été rendue
acide en surface par le dégazage volcanique, avec le sulfure d’hydrogene H,S réagissant avec
I’oxygéne atmosphérique pour former I'acide sulfurique H2SOa. L'olivine aurait été altérée en
sulfates riches en magnésium ou en fer, tandis que le HCP et les feldspaths auraient été altérés
en sulfates riches en calcium (Bibring et al., 2005; Gendrin et al., 2005; Langevin et al., 2005a).
Les basaltes de sous-surface auraient également pu étre altérés par de I'eau souterraine acide
ou des brouillards acides. Le SO, dégazé par les volcans peut étre converti en H,SOs en
présence d’eau, formant un brouillard acide qui peut altérer les roches basaltiques de
subsurface, entrainant la cristallisation de sulfates (Chevrier and Mathé, 2007).

Les sulfates pourraient également étre le produit de I'altération de roches riches en
sulfures. La présence de sulfures pourrait résulter d’un—enrichissement important de la
lithosphere en soufre, phénomene lié a la différentiation et I’accrétion de Mars et au dégazage
de SO; par les volcans. L'altération des sulfures entraine I'acidification de I’eau sous |'action
de I'acide sulfurique, ce qui favorise la dissolution des silicates (Chevrier and Mathé, 2007).

Finalement, les sulfates pourraient provenir de I'évaporation d’étendues d’eau

stagnante en surface (Bibring et al., 2005; Gendrin et al., 2005; Langevin et al., 2005a).

Récemment, des sulfures ont été proposés pour expliquer la détection d’especes
soufrées lors de la pyrolyse de roches sédimentaires (échantillons John Klein et Cumberland,
prélevés au sein du membre stratigraphique Sheepbed) de la baie de Yellowknife (cratere

Gale) par Curiosity (Ming et al., 2014) (la formation sédimentaire Yellowknide Bay étant
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constituée de trois membres stratigraphiques : Sheepbed, Gillespie Lake, et Glenelg). De plus,
des données obtenues par DRX par I'instrument CheMin de SAM montrent que la mudstone
Sheepbed contient des sulfates de calcium. En effet, de la bassanite et de I'anhydrite CaSO4
ont été détectées au sein des échantillons John Klein et Cumberland. De I'anhydrite a
également ét détectée dans le dépbt éolien Rocknest (faisant partie du membre
stratigraphique Glenelg) (Vaniman et al., 2014).

Les membres stratigraphiques Sheepbed et Gillespie sont tous deux traversés par un
réseau de fractures. Ces fractures se sont formées apreés la lithification des roches, et sont
emplies d’'un ciment ayant été identifié comme étant du sulfate de calcium. Certaines des
fractures du membre Glenelg sont également emplies de sulfate de calcium (MclLennan et al.,
2014). Les sulfates des fractures du membre Sheepbed montrent différents degrés
d’hydratation (Grotzinger et al., 2014). De plus, la bassanite détectée par CheMin au sein des
échantillons John Klein et Cumberland (prélevés au sein du membre Sheepbed) est une des
potentielles sources de I'eau libérée et détectée lors de I'EGA réalisée par SAM (Ming et al.,
2014). Les fractures (ainsi que des remplissages a lintérieur de nodules creux) sont
probablement la source principale ou unique des sulfates de calcium détectés au sein des
échantillons John Klein et Cumberland (Vaniman et al., 2014).

Finalement, au cratere Endeavour, Opportunity a mis en évidence des veines de sulfate
de calcium traversant les roches de la bordure du cratere. Ces veines ont précipité a partir de

fluides ayant circulé aprés I'impact ayant formé le cratére (Arvidson et al., 2014).

Du fait de I’dge plus récent des terrains (du Noachien supérieur jusqu’a I'Hespérien, cf.
Ehimann et al. (2011) dans lesquels ils ont été observés — en comparaison avec ceux dans
lesquels ont été observé des phyllosilicates — il semble que la formation des sulfates soit
postérieure a celle des phyllosilicates. Les sulfates, qui sont des sels, nécessitent également la
présence d’eau liquide pour se former, par précipitation. Cependant, ils peuvent se former
plus rapidement que les phyllosilicates, sans nécessiter de I'eau stable pendant de longues

périodes (Bibring and Langevin, 2006).

Carbonates
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De nombreuses études ont prédit une atmospheére primitive martienne épaisse et
enrichie en CO; et H,0, due a l'intense activité volcanique de la jeune planéte, qui aurait
relaché d’importantes quantités de gaz. Cette couverture nuageuse dense aurait induit un
effet de serre intense, ce qui aurait permis a I'eau liquide d’exister a la surface pendant de
longues périodes (Chevrier and Mathé, 2007). Sur Terre, Vlinteraction entre
I’hydrosphére/atmosphere enrichie en CO,, et les sols basaltiques riches en fer, a entrainé la
formation du carbonate sidérite FeCOs (les carbonates sont des minéraux dont I'élément de
base est le groupement CO3?’). On pourrait donc s’attendre a retrouver sur Mars de fortes
guantités de carbonates a la surface, sous forme de réservoirs du CO; atmosphérique
(Ehlmann et al., 2008), d’autant plus en prenant en considération la découverte de de
carbonates de Ca/Mg/Fe dans la météorite martienne ALH84001 (Mittlefehldt et al., 1994).
Cependant, les premieres détections de carbonates sur Mars ne I'ont été qu’a I'état de traces :
MGS-TES a détecté des concentrations en carbonates inférieures a 5% (Bandfield et al., 2003;
dans Chevrier and Mathé, 2007) (majoritairement de la magnésite, MgCOs), largement
distribuées au sein de la crolte martienne. Il semble également que Spirit ait détecté des
traces de carbonates (<5%) dans le régolithe du cratere Gusev, bien que la signature spectrale
puisse étre attribuée a des sulfates de fer (Chevrier and Mathé, 2007).

L'absence d’affleurements de carbonates est surprenante, puisque qu’une altération
aqueuse a bien eu lieu et a produit des sulfates et des phyllosilicates. Il a donc été proposé
gue soit (i) le CO2 n’était pas le gaz a effet de serre sur la jeune Mars, (ii) I'eau liquide n’est
pas restée assez longtemps au contact de I'atmosphére de CO; pour permettre la formation
de carbonates, (iii) la formation d’affleurements de carbonates a été inhibée, ou les
affleurements ont été détruits par des conditions acides ou par décomposition (Ehlmann et
al., 2008). Puis, en 2008, I'instrument CRISM sur MRO a mis en évidence la présence de
carbonate de magnésium dans la région de Nili Fossae. Le carbonate a été détecté au sein
d’une unité rocheuse a I'échelle régionale, au contact de roches contenant des phyllosilicates
et de roches contenant de I'olivine. Il s’est probablement formé au cours du Noachien ou du
début de I'Hespérien, a partir de I'altération de I'olivine, soit par des fluides hydrothermaux,
soit par de I'eau située pres de la surface. La présence de carbonate ainsi que d’argiles suggere
gue I'eau était neutre a alcaline a I'’époque de sa formation et que la météorisation acide,
proposée comme étant caractéristique de I’'Hespérien, n’a pas détruit ces carbonates, et par

conséquent, n’a pas dominé tous les environnements aqueux (Ehlmann et al., 2008).
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Puis, du carbonate de calcium (CaCOs) a été détecté en 2009 grace aux instruments
TEGA (Thermal and Evolved-Gas Analyzer) et MECA (Microscopy, Electrochemical, and
Conductivity Analyzer) de I'atterrisseur Phoenix, a une concentration d’environ 3 a 5% en
masse. Il a été mis en évidence par calorimétrie a balayage (avec une transition
endothermique débutant a environ 725°C accompagnée par un dégagement de CO;) ainsi que
par la capacité tampon du sol vis-a-vis de I'ajout d’acide. La quantité de calcium est cohérente
avec une formation dans le passé par interaction entre du CO; atmosphérique et des pellicules
d’eau liquide sur des surfaces de particules (Boynton et al., 2009). Lors de I'analyse du sol
martien par le laboratoire de chimie humide ou « Wet Chemistry Laboratory » (WCL) sur
I'atterrisseur Phoenix, un pH modérément alcalin (7,7 £ 0,5) a été mesuré. Suite a I'ajout
d’acide 2-nitrobenzoique, le pH de la solution n’a pas été affecté, indiquant que le sol possede
une qualité de tampon, probablement grace a la présence de carbonate de calcium (Hecht et
al., 2009).

Spirit a détecté des affleurements riches en carbonate de fer — magnésium (16 a 34 %
en masse) dans les collines Columbia au sein du cratéere Gusev. La composition de ce carbonate
correspond a la composition moyenne des globules de carbonates dans la météorite
solutions contenant des carbonates, sous des conditions hydrothermales, a un pH proche de
la neutralité, en association avec une activité volcanique durant le Noachien (Morris et al.,
2010).

Au site de Rocknest, le chauffage du sol martien jusqu’a 835°C sous un flux d’hélium et
I’analyse des gaz libérés (expérience EGA, de SAM sur MSL) a permis de détecter, entre autres
composés, du COz. Une grande partie de ce CO; pourrait provenir de la décomposition de
carbonates de fer / magnésium, possiblement de sidérite et / ou de magnésite nanophase.
Une partie du CO; détecté pourrait également étre le résultat de la réaction des carbonates
avec le HCl libéré au cours de I'analyse (HCl provenant probablement de la dégradation d’un
perchlorate). La libération simultanée de CO, et d’O, pointe vers une troisieme source
potentielle de CO; : la combustion de molécules organiques. De telles molécules organiques
pourraient étre d’origine martienne, avoir été apportées depuis I‘espace par des poussieres
interplanétaires et des micrométéorites, ou provenir de linstrument (par exemple le

MTBSTFA) (Leshin et al., 2013)
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Ces trois mécanismes (décomposition thermique de carbonates / réaction des
carbonates avec HCl / combustion de matiére organique) sont également potentiellement a
I'origine de la détection de CO, par SAM lors de 'EGA réalisée sur les échantillons John Klein
et Cumberland. Le HCI libéré au cours de I'analyse pourrait provenir, selon les auteurs, de
chlorates / perchlorates, voire d’akaganéite (oxyhydroxyde de fer contenant du chlore). De
plus, une partie du CO; observé lors de I'analyse de John Klein pourrait étre du CO; adsorbé a
la surface de smectites, ou d’assemblages de minéraux de type palagonite. Les auteurs
invoquent finalement une autre source potentielle pour le CO; : la décarboxylation d’acides
carboxyliques, produits métastables de la dégradation de potentielles molécules organiques

sur Mars (par exemple I'acide mellitique) (Ming et al., 2014).

Chlorures

D’autres sels, des chlorures, ont également été détectés sur Mars. En effet, des dépots
de surface correspondant a des matériaux contenant des chlorures ont été détectés au sein
de la cro(te ancienne du Sud, dans des terrains datant du milieu a la fin du Noachien (avec
quelques occurrences dans des terrains du début de I'Hespérien). La détection et I'abondance
de ces dépots distincts, largement répandus au sein des hauts plateaux du Sud, suggérent que
de I'eau de surface a été présente et largement disponible dans I’histoire martienne précoce.
En effet, les chlorures précipitent pendant I’évaporation de I'eau de surface ou de I'eau

souterraine, et pendant le dégazage volcanique (Osterloo et al., 2008).

c) Nature oxydative du sol martien

Les résultats obtenus par les expériences des sondes Viking (cf. parag. 1.2.3) suggérent

la présence d’un fort oxydant sur Mars (Yen, 2000) de nature inconnue. Par ailleurs, le H,0;
(Zent and McKay, 1994) et les perchlorates (Navarro-Gonzalez et al., 2010) ont été proposés
en tant que responsables, du fait de leur caractére oxydant, de la réactivité du sol martien lors
des trois expériences biologiques (« Gas Exchange », « Carbon assimilation » et « Labeled
release ») réalisées par les sondes Viking. Or, en plus des oxydes de fer (leur présence aurait
pl empécher la détection de matiére organique sur Mars en oxydant la matiére organique
lors de analyse par TV-GC-MS des sondes Viking) (Navarro-Gonzalez et al., 2006), du peroxyde
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d’hydrogéne H,0; et des perchlorates, possédant de fortes propriétés oxydantes, ont été
détectés sur Mars.

Dans le cadre des expériences menées par SAM (mission MSL), la présence d’oxydants
inorganiques, tels que des perchlorates ou du H;0, pourraient empécher la détection de
molécules organiques sur Mars, en causant ou en catalysant une oxydation du MTBSTFA, des
molécules organiques, et des produits de la fonctionnalisation, au cours de la réaction de

fonctionnalisation.

Perchlorates

Le laboratoire de chimie humide ou « Wet Chemistry Laboratory » (WCL) sur
I'atterrisseur Phoenix a réalisé des analyses chimiques aqueuses du sol martien et a mis en
évidence une concentration d’environ 10 mM de sels dissous, avec des pourcentages de 0,4
a 0,6% en masse de perchlorate (ClOs). Les anions restants incluaient de faibles
concentrations de chlorure, bicarbonate, et possiblement des sulfates. Les cations étaient
principalement Mg?* et Na?*, avec de faibles contributions de K* et Ca?* (Hecht et al., 2009).

La présence de perchlorate et/ou de chlorate a été confirmée par I'expérience SAM
lors d’une analyse EGA au site de Rocknest. Un dégazage d’O, a en effet été corrélé au
dégazage d’hydrocarbures chlorés, suggérant qu’un oxyde de chlore, tel qu’un chlorate ou un
perchlorate, soit la source de I'oxygeéne et des volatils chlorés (par réaction du chlore martien,
fourni par la décomposition de I'oxyde de chlore ; avec des molécules organiques d’origine
terrestre, telles que du MTBSTFA issu d’une capsule de fonctionnalisation, et/ou du benzéne
ou du toluéne issus du Tenax au sein du piege d’injection de SAM ; cf. Glavin et al., 2013). Des
études de divers chlorates et perchlorates en laboratoire n’ont pas permis d’identifier cette
espéce de maniere univoque, mais le plus probable serait un Ca-perchlorate (Leshin et al.,
2013), plus précisément un perchlorate de calcium hydraté, de formule Ca(ClOa); - n(H20)
(Glavin et al., 2013).

La décomposition de chlorates et perchlorates pourrait également étre a I'origine de
la détection d’O; lors de I'analyse EGA des échantillons de John Klein et Cumberland par SAM
(Ming et al., 2014). Du HCl a également été détecté lors des analyses de ces deux échantillons
(Ming et al., 2014). Il est possible qu’un perchlorate de magnésium soit a I'origine d’une partie
du HCl détecté lors de I'analyse de Cumberland (Sutter et al., 2014).
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Du chlore a été détecté dans tous les sols analysés sur Mars, in situ par les atterrisseurs
Viking et depuis 'orbite par Mars Odyssey. Or, on considére que le processus de formation
des perchlorates commence grace a divers processus : I'oxydation du chlore en phase gazeuse
dans I'atmosphére ; la production de divers oxydes de chlore grace a I'interaction entre des
électrons (résultant de I'interaction entre le rayonnement cosmique et la glace de surface) ;
ou une photo-oxydation hétérogene du chlore de surface, catalysée par des minéraux. Elle
pourrait également commencer sur de la poussiere aéroportée. La présence de chlore sur
I'ensemble de la surface, et la détection de perchlorates dans les poussieres a deux
emplacements différents (sites d’atterrissages de Phoenix et Curiosity) confirme donc plus
avant I'hypothése selon laquelle les perchlorates sont distribués de maniere générale dans

le régolithe martien (Leshin et al., 2013).

Peroxyde d’hydrogéene

Le peroxyde d’hydrogeéne (H.0;) a été proposé en tant qu’oxydant de la surface
martienne, ayant pu stériliser le sol jusqu’a plusieurs metres sous la surface. Il pourrait étre
responsable de I'absence de molécules organiques a la surface de Mars, ainsi que pour la
réponse positive de I'expérience « Viking Labeled Release Life Science Experiment » (Encrenaz
et al., 2004a). Des modeles photochimiques ont prédit la formation de H,O; dans
I’'atmosphére martienne, a partir de la combinaison de deux radicaux HO2, qui résultent d'une
réaction impliquant H, O; et CO; :

H+0,+C0,—HO0, + CO,
HO, + HO, —» H,0, + 0,
La destruction du H,O; se fait grace a sa photodissociation en OH :
H,0, + hv - 20H

Les tentatives de détection de H,O, sur Mars ont été infructueuses, jusqu’a sa

détection depuis la Terre, par spectroscopie submillimétrique (Clancy et al., 2004) et

infrarouge (Encrenaz et al., 2004a).

d) Nouvelle chronologie des temps géologiques martiens
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A partir de I'analyse des données récoltées par OMEGA, et afin d’expliquer la nature
et la distribution des minéraux observés sur Mars, Bibring et al. (2006) proposent trois eres
séquentielles caractérisées par des produits d’altération de la surface (Figure 1-25):

(i) une altération aqueuse non acide, mise en évidence par la présence de
phyllosilicates : le « phyllosien »,

(ii) une altération aqueuse acide, mise en évidence par la présence de sulfates: le
« theiikien » (du grec ancien theiikos, « sulfate »),

(iii) une altération atmosphérique non aqueuse, mise en évidence par la présence
d’oxydes de fer : le « siderikien » (du grec ancien siderikos, « ferrique »).

La premiére ére correspond a la présence de phyllosilicates, toujours observés dans les
terrains les plus anciens, ceux du Noachien. Relativement a la période durant laquelle les
sulfates se sont déposés, les conditions environnementales du début du Noachien sont
beaucoup moins bien comprises. En particulier, on ne sait pas si la formation d’argiles s’est
déroulée principalement en surface, ou sous la surface (Bibring et al., 2006).

Comme précisé ci-dessus, la facon dont les phyllosilicates se sont formés sur Mars
permettrait d’obtenir des informations sur les conditions environnementales martiennes
primitives : climat possiblement aride et froid si les phyllosilicates se sont formés sous la
surface ; climat potentiellement plus chaud et humide qu’a présent, et atmosphére primitive
dense, si les phyllosilicates se sont formés pres de la surface. En effet, un effet de serre
important eut été nécessaire afin de maintenir 'eau a I'état liquide. On peut supposer, par
analogie avec Vénus (possédant une atmosphere tres dense principalement constituée de
CO;) et la Terre (ayant possédé une atmosphere dense de CO,, dont la présence de calcaires
est une conséquence), que Mars a également connu une atmosphere dense et principalement
constituée de CO; (Bibring and Langevin, 2006). Le changement global vers un environnement
acide aurait alors été accompagné d’une chute rapide de la pression atmosphérique. Les
observations de preuves géomorphologiques d’écoulements d’eaux a la surface, dont nous
avons parlé ci-dessus, ont également conduit a la production de modeles atmosphériques
impliquant des pressions de CO; 100 a 1000 fois supérieures aux pressions actuelles, ou bien
a une composition différente en gaz minoritaires, afin d’aboutir a des pressions et
températures plus fortes, nécessitées pour maintenir de I’eau liquide a la surface (Ehlmann et
al., 2011). Cependant, il est problématique pour les modeles proposant ces atmospheéres

denses de produire un effet de serre suffisant, ainsi que d’expliquer ce qu’il est advenu de
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I'atmospheére épaisse de CO;. Un certain nombre de processus peuvent étre proposés pour
expliquer cette chute de la pression atmosphérique. Le grand bombardement de Mars, étant
donnée la faible masse de la planete, aurait pu résulter en une fuite de son atmosphere
primitive (Bibring et al., 2006). Le changement global aurait également pu étre déclenché par
une chute rapide et précoce de la dynamo interne et donc du champ magnétique, entrainant
une érosion de I'atmosphere par le vent solaire (Bibring et al., 2006). De nos jours, Mars ne
possede pas de champ dipolaire global. Cependant, un magnétisme rémanent a été détecté
dans les terrains cratérisés de la crolite martienne par la sonde MGS de la NASA, ce qui
indiquerait que la crolte s’est solidifiée en présence d’'un champ magnétique. Au sein des
unités volcaniques les plus anciennes, sur le dome de Tharsis et dans les plaines du Nord,
aucun magnétisme rémanent n’a été détecté. La dynamo de Mars se serait donc arrétée de
maniére précoce, avant les premiéres manifestations volcaniques, quelques centaines de
millions d’années au plus apres sa formation (Bibring and Langevin, 2006). Un piégeage du
CO; au sein de carbonates, glace, ou clathrates, ont également été proposés, bien que les
estimations actuelles indiquent que ces flux de pertes sont insuffisants, et que le piégeage par
des réservoirs ne peut contenir au plus que quelques dizaines de millibars de CO, (Ehlmann et
al., 2011). Par conséquent, des modeles alternatifs ont proposé un climat primitif martien
continuellement froid et aride, avec une faible pression atmosphérique et des systemes
hydrologiques gouvernés par |'eau souterraine (Ehimann et al., 2011).

L’étude d'Ehlmann et al. (2011) semble confirmer une formation importante d’argiles
martiennes sous la surface, par circulation, et interaction avec les roches Noachiennes, d’eau
souterraine hydrothermale (températures comprises entre la température ambiante et
400°C), a faible ratio volumique d’eau par rapport a la roche. Cette interprétation est déduite
du type de phyllosilicates observés sur Mars (phyllosilicates de Fe et Mg), typiques de
I'altération aqueuse d’un basalte en systeme chimiquement clos (non communicants avec
I’atmosphere) et avec un ratio eau / roche faible. Les causes d’une circulation hydrothermale
d’eau souterraine ont pu étre les suivantes : de larges impacts (spécialement durant le grand
bombardement), du volcanisme intrusif et extrusif étendu, et un gradient géothermique plus
étendu que de nos jours (Ehlmann et al.,, 2011). Des conditions froides et arides, avec
seulement quelques épisodes passagers d’eau de surface, pourraient donc avoir été
caractéristiques de la surface de Mars pendant plus de 4 Ga, depuis le début du Noachien.

Dans ce modeéle, la Mars primitive chaude et humide (relativement aux conditions actuelles)
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aurait été sous la surface, et les environnements aqueux potentiellement habitables les plus
étendus dans le temps auraient donc pu se trouver également sous la surface. Par la suite, au
cours de la fin du Noachien / début de I'Hespérien, le volcanisme était largement répandu, et
les eaux de surface ont pu, par intermittence, creuser des vallées, former des lacs, transporter
des sédiments vers des bassins, et ont pu entretenir une météorisation et donc une formation
d’argiles plus prées de la surface. Les conditions depuis la fin de I'Hespérien jusqu’a nos jours
ont été froides et séches, résultant en la cessation de la formation d’argiles (Ehimann et al.,
2011). Récemment, des environnements aqueux ayant conduit a la formation d’argiles ont été
détectés a la fois sous la surface (Arvidson et al., 2014; dans Grotzinger, 2014) et en surface
(Grotzinger et al., 2014; Vaniman et al., 2014).

La transition entre les deux premiéres éres (Phyllosien et Theiikien) s’est déroulée t6t
dans I'histoire de la planéte et pendant un épisode critique de changement climatique global.
Ce changement s’est opéré d’un environnement alcalin, possiblement humide (favorable a la
formation d’argiles), vers un environnement acide (favorable a la formation de sulfates). Ce
changement a été causé par le dégazage important d’espéces volatiles, incluant le soufre, lié
a l'activité volcanique qui a modelé la surface de Mars (Bibring et al., 2006) et qui aurait
accompagné la formation du mont Tharsis et le remplissage des plaines du Nord, quelques
centaines de millions d’années apres la formation de la planéete. De grandes quantités
d’espéces soufrées dans I'atmosphére aurait alors conduit a des conditions acides.
L'apparition, en des endroits spécifiques de la surface, de nappes d’eau, aurait formé des
dépots de sulfates, avant de disparaitre par percolation et évaporation (Bibring and Langevin,
2006). Si les phyllosilicates se sont formés sous la surface, comme discuté ci-dessus, alors ces
épisodes auraient été les seuls permettant la présence ponctuelle d’eau liquide a la surface
d‘une Mars froide et aride.

La troisieme ére (le sidérikien), qui est I’ére actuelle, est dominée par la lente altération
atmosphériqgue du régolithe en oxydes ferriques anhydres (Bibring and Langevin, 2006). La
formation de ce produit d’altération pourrait résulter de réactions gaz/solide (comme la
météorisation atmosphérique), principalement a cause de peroxydes; voire a cause
d’interactions roche/glace (Bibring et al., 2006). Cette altération serait lente du fait de la faible
concentration atmosphérique en H,03, sous réserve que les teneurs atmosphériques actuelles
en H;0; soient représentatives de |I'ensemble du sidérikien (Bibring et al., 2006). Cette

altération atmosphérique est également responsable de la présence de minéraux mafiques
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non altérés dans les zones récemment apportées a la surface (par impact ou érosion), ou
constitués de terrains anciens de haute altitude, qui ont été exposé a une atmosphére

fortement réduite en activité peroxydique (Bibring and Langevin, 2006).

surface volcanic activity

Mars global change

phyllosian theiikian | siderikian

‘sulfates

Noachian Hesperian Amazonian

Figure I-25 : chronologie des temps géologiques martiens, selon Bibring et al. 2006, et selon la

datation basée sur la densité des cratéres d’'impact (source: Bibring et al., 2006)

1.3.6.4) L'exobiologie martienne

a) Implications de I'histoire géologique martienne pour la recherche de

traces de vie sur Mars

Pour expliquer la nature et la distribution des minéraux observés sur Mars, le principal
modele est divisé en trois périodes (cf. paragraphe 1.3.6.3.d) : (i) le Noachien / Phyllosien; (ii)
I"'Hespérien / Théiikien ; et (iii) ’Amazonien / Sidérikien.

L’ere durant laquelle Mars aurait été le plus a méme de posséder des conditions
permettant I’habitabilité est la premiére (Noachien / Phyllosien), mise en évidence par la
présence de phyllosilicates, que I’eau ayant permis leur formation ait été présente a la surface,
ou en profondeur. Bien que I'on présente Mars et la Terre comme des jumelles, leurs
évolutions ont divergé tres tot dans leur histoire. Cependant, il n’est pas impossible que la vie
soit apparue sur Mars entre sa formation et la disparition des conditions propices a sa survie,
c’est-a-dire lors de la présence d’eau liquide stable pendant de longues périodes. Les régions
les plus favorables ne se trouvent pas, comme on pourrait s’y attendre, a proximité des

structures formées par I'eau (lacs, réseaux de vallées, chenaux d’écoulement), mais plutot
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dans des terrains anciens se trouvant aujourd’hui exposés a la surface a la suite d’impacts ou
d’érosion, et comportant des phyllosilicates. Si des organismes vivants sont apparus, les sites
contenant des argiles auraient pu étre ceux dans lesquels le développement biochimique
aurait pu prendre place. Par la suite, le faible niveau d’altération de surface, sous une
atmosphere ténue, aurait pu préserver la plus grande partie des traces de molécules ou de
structures d’origine biologique dans les roches de surface ou de sous-surface riches en argiles.
Ces zones de haut potentiel d’habitabilité représentent des cibles intéressantes dans le cadre
de I'exploration in situ de Mars (Bibring et al., 2006), car elles pourraient constituer des lieux

adéquats pour la recherche d’indices de vie passée ou présente sur la planéte rouge.

b) Histoire de I’exobiologie martienne

A la fin du 19™e siécle, des anciennes observations télescopiques de la planéte ont
révélé des structures en forme de canaux sur la surface, et leur présence fut pendant un temps
attribuée a une forme de vie intelligente martienne. Ceci inspira de nombreux ouvrages de

fiction (Figure 1-26).

Figure |-26 : Dessin de Mars représentant les structures en formes de canaux observés a sa surface

(dessin par Percival Lawrence Lowell)

Les premiéres expériences exobiologiques a étre réalisées sur Mars le furent par les
deux atterrisseurs des missions Viking 1 et 2 en 1976. Aucune molécule organique ne fut

détectée par les instruments (chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
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de masse), et une perte d’'intérét pour la planéte rouge s’ensuivit. En 1996, l'intérét
exobiologique fut relancé par la découverte supposée de fossiles attribués a des
nanobactéries sur la météorite martienne ALH84001 (McKay et al., 1996). La présence de
grandes quantités d’eau dans le passé de Mars, mise en évidence par I'instrument OMEGA de
la sonde Mars Express (Bibring et al., 2006), représente un indice de plus en la faveur de la
possibilité de I'émergence d’une vie dans I'histoire primitive de Mars. Comme précisé au
paragraphe 1.2.3) (signatures métaboliques), il a également été détecté du méthane sur Mars
(notamment sous forme de panaches) (Atreya et al., 2007; Fonti and Marzo, 2010; Formisano
et al., 2004; Geminale et al., 2011; Krasnopolsky, 2012, 2011; Mumma et al., 2009; Villanueva
et al., 2013). Bien que certaines analyses in situ a bord de Curiosity n’aient pas pu confirmer
la présence de méthane (Webster et al., 2013), des analyses plus récentes ont permis de
mettre en évidence du méthane, produit épisodiqguement par une source inconnue, pouvant
étre d’origine biotique ou abiotique (Webster et al., 2015). Du fait de sa proximité et des
conditions environnementales primitives similaires a celles de la Terre, Mars représente un
objet de grand intérét exobiologique. De plus, contrairement a la Terre, le passé géologique
de Mars n’a pas été effacé par la tectonique des plaques. Méme si la vie n’est jamais apparue
sur Mars, on devrait pouvoir y détecter in situ des molécules organiques, apportées par les
météorites, astéroides et leurs fragments : les apports de carbone réduit a la surface de Mars
par le biais des météorites seraient de I'ordre de 2,4 x 10% g/an (Benner et al., 2000).
Cependant, les conditions environnementales martiennes sont hostiles a la conservation de
molécules organiques a sa surface: aridité, acidité des sols, rayonnements ultraviolets,
rayonnements gamma, présence d’oxydants puissants (Kminek and Bada, 2006; Quinn et al.,
2005). Sous la surface, cependant, des molécules organiques auraient pu étre conservées, a
I’abri des oxydants et des radiations (Mancinelli, 2000). Certains suggérent méme |’existence
d’une biosphére souterraine (Summers et al., 2002). De plus, certains minéraux, détectés a la
surface de Mars (par exemple, voir (Arvidson et al., 2005; Bibring et al., 2005; Ehlmann et al.,
2008), en plus de fournir des informations sur les conditions environnementales passées,
pourraient potentiellement préserver des biomarqueurs ou des bioindices : par exemple les
sulfates, les carbonates et les phyllosilicates (Summons et al., 2011). Sur Terre, par exemple,
les carbonates déposés par le métabolisme microbien détiennent parfois la signature I'origine

biotique de ce procédé (par exemple, (Birgel et al., 2008).

83



Chapitre | : Bibliographie

Comme discuté plus avant, la non-détection de molécules organiques par les sondes
Viking en 1976 pourrait étre causée par la présence d’un oxydant puissant dans le régolithe
martien qui convertirait rapidement les molécules organiques (apportées sur Mars par le biais
des cometes, astéroides et leurs fragments) en CO,. Benner et al. (2000) proposent que des
sels réfractaires d’acides benzéne carboxyliques, et peut-étre de I'acide oxalique et de I'acide
acétique, devraient étre présents en tant qu’intermédiaires métastables de la dégradation des
molécules organiques sous les conditions oxydantes martiennes. Cependant, les sels de ces
acides organiques n’ont pas été détectés par les CPG-SM des sondes Viking (Tableau I-1).
Toutefois, les processus de dégradation supposés par Benner semblent validés par des
résultats d’'une étude postérieure basée sur un analogue du sol martien, le sol d’Atacama

(Navarro-Gonzalez et al., 2002).

Concentration

Substance (parts per million) Metastable Products
Acid insoluble kerogen 14500 Benzenecarboxylic acids
Aliphatic hydrocarbons 12-35 Acetate

Aromatic hydrocarbons 15-28 Benzenecarboxylic acids
Monocarboxylic acids ~330 Acetate/oxalate
2-Hydroxycarboxylic acids 14.6 Acetate/carbonate
Alcohols (primary) 1 Acetate

Aldehydes 11 Acetate

Ketones 16 Acetate, benzenecarboxylic acids
Amines 10.7 Acetate

Urea 25 Carbonate

Heterocycles 12 Carbonate, other products

Tableau I-1 : produits métastables attendus suite a la dégradation de matériel organique trouvé dans

la météorite de Murchison (source: Benner et al., 2000)

La mission MSL de la NASA, lancée en novembre 2011, a pour but d’évaluer si les
conditions sur Mars ont un jour été favorables a la vie microbienne et a la préservation
d’indices d’une vie passée dans les roches martiennes. Le rover Curiosity s’est posé sur Mars
le 6 aolt 2012. A son bord, I'expérience SAM est un ensemble d’instruments capable
d’analyser la composition chimique et isotopique de I'atmosphere et de molécules volatiles
extraites d’échantillons solides. SAM inclue un spectrometre de masse quadrupolaire, un
spectrometre laser ajustable, et un chromatographe en phase gazeuse équipé de six colonnes
chromatographiques. Cet ensemble analytique permet de déterminer les ratios isotopiques

d’éléments clefs, et de séparer et d’identifier une large gamme de composés carbonés volatils
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directement a partir de l'atmosphére, ou suite a leur libération grace au chauffage
d’échantillons solides. Les ratios isotopiques permettent d’obtenir des indices concernant
I’histoire de I'atmospheére et de I’eau sur Mars. En plus de sa capacité d’analyse des composés
inorganiques simples et des gaz nobles, SAM est capable de rechercher des composés
organiques grace a pyrolyse ou une extraction chimique (fonctionnalisation des molécules
organiques réfractaires). Cette étape est réalisée au préalable sur des échantillons de sol. Le
tableau I-2 présente une liste de biomarqueurs / bioindices qui pourraient étre détectés par
MSL, en considérant a la fois la pertinence de cette biosignature, et la maniére dont elle peut
étre mesurée par MSL. Comme précisé au paragraphe 1.2.4.2), la présence simultanée de

plusieurs bioindices pourrait constituer un biomarqueur.

Biosignatures detectable by MSL How definitive as a biosignature? How well can it be measured by MSL?
biogenic organic molecules highly definitive readily with SAM

biogenic gases often definitive readily with SAM

body fossils often definitive with MAHLI if large enough
Biofabrics sometimes definitive with MAHLI, MastCam

stable isotopic compositions occasionally; context critical readily with SAM
biomineralization/alteration rarely definitive detectible with CheMin, ChemCam
spatial chemical patterns rarely definitive detectible with CheMin, ChemCam

Tableau I-2 : différentes biosignatures qui pourraient étre détectées par MSL (source : Summons et

al., 2011)

Jusqu’a présent, la mission MSL a permis de confirmer la présence de méthane sur
Mars, ce méthane étant produit de maniére épisodique et par une source inconnue, pouvant
étre biotique ou abiotique (Webster et al., 2015). Elle a également permis de mettre en
évidence de I'eau, sous forme liée au sein de minéraux (Leshin et al., 2013; Ming et al., 2014;
Vaniman et al., 2014), et a permis de montrer que les conditions au sein du cratére Gale sont
favorables a la présence temporaire d’eau sous forme libre et liquide (Martin-Torres et al.,
2015). De plus, MSL a également permis de montrer qu’un environnement habitable a
anciennement existé a Yellowknife Bay (cratére Gale), ou I'eau coulait depuis la bordure du
cratére et se rassemblait au sein d’'une dépression curviligne a la base du mont central du
cratére, pour former un systeme hydrologique qui aurait pu perdurer pendant des millions
d’années (Grotzinger et al.,, 2014; dans Grotzinger, 2014). Finalement, lors de |'analyse
d’échantillons de sol sur le site de Rocknest, quelques composés organiques simples (dont du

chlorométhane, du dichlorométhane, du trichlorométhane, du chlorométhylpropéne, et du
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chlorobenzene) ont été détectés, mais leur origine martienne n’est pas encore élucidée
(Leshin et al., 2013). En effet, des études au laboratoire suggerent que la réaction du chlore
martien (fourni par la décomposition d’'un oxyde de chlore d’origine martienne, tel qu’un
perchlorate) avec le MTBSTFA (issu d’une capsule de fonctionnalisation) lors de la pyrolyse
pourrait expliquer la détection des trois chlorométhanes et du chlorométhylpropéne. La
présence de chlorobenzéne pourrait quant a elle étre causée par la réaction du chlore martien
avec du benzene ou du toluene d’origine terrestre, issu de I'oxyde de 2,6-diphénylphényléne

(Tenax) du piege d’injection de SAM (Glavin et al., 2013).

L’exploration de la planete rouge ne s’arréte pas la. L'expérience ExoMars de I'ESA
comprend un rover (Pasteur) qui devrait atterrir en 2018. Les objectifs scientifiques de cette
mission sont de rechercher des signes d’une vie passée ou présente sur Mars, de caractériser
I’environnement géochimique en fonction de la profondeur dans la subsurface, d’étudier
I’environnement de surface dans le but d’estimer la faisabilité de futures mission habitées, et
d’investiguer l'intérieur de la planéte dans le but de mieux comprendre |’évolution et
I’habitabilité de Mars. Le rover sera capable de forer jusqu’a deux metres de profondeur,
permettant d’atteindre une profondeur ol de possibles molécules organiques auraient eu
plus de chances d’étre conservées. L'instrument MOMA (Mars Organic Molecule Analyzer)
permettra d’analyser la matiere organique réfractaire et de déterminer les ratios
énantiomériques de molécules organiques si elles sont trouvées. Le but envisagé a plus long
terme (programme Aurora) est de ramener des échantillons martiens sur Terre afin de les

analyser de maniere plus exhaustive (Mars Sample Return).

1.3.7) Conclusion

La recherche de signatures de vie passée ou présente est primordiale pour obtenir des
éléments de réponse aux questions de I'origine de la vie sur Terre et de la présence potentielle
d’une vie ailleurs. Il existe de nombreux milieux extraterrestres ou chercher, du milieu
interstellaire — par spectroscopie — aux météorites, en passant par les planétes du systeme
solaire, grace aux sondes et aux rovers qui y réalisent des mesures in situ. La recherche de

bioindices se concentre entre autres sur Mars et les météorites. Les moyens déployés pour
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I’'analyse de Mars s’expliquent d’une part sa facilité d’acces, comparativement a d’autres corps
du systéme solaire ; et d’autre part car les conditions requises pour I'apparition de la vie telle
gu’on la connait y étaient réunies a I'’époque ol I'on pense que la vie est apparue sur Terre.
Les météorites sont intéressantes car on pense qu’elles ont contribué a I'apport de molécules
organiques aux planeétes telluriques, dont la Terre primitive. Ce matériel prébiotique pourrait
avoir été le point de départ de la vie. Parmi les nombreux bioindices recherchés, les acides
aminés sont fortement étudiés. En effet, leur importance dans le fonctionnement des étres
vivants, le fait qu’ils soient retrouvés en abondance dans les météorites, et gu’ils présentent
des propriétés permettant de différencier leur origine biotique ou abiotique leur donne un
caractere d’'importance dans la recherche de traces de vie. Aprés avoir listé les molécules
organiques cibles, nous allons nous pencher plus particulierement sur les méthodes
d’extraction, d’analyse et de fonctionnalisation permettant la recherche et I'analyse de

molécules organiques — dont les acides aminés — sur Mars et sur les météorites.

1.4) Comment chercher : les méthodes d’extraction, d’analyse et de

fonctionnalisation

De nombreuses techniques sont utilisées en chimie analytique pour |'extraction et
I’analyse de molécules organiques. Cependant, en fonction de I'objet analysé, différentes
techniques sont utilisées. L’extraction par solvant puis la séparation, détection, identification
et quantification par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
est une technique particulierement utilisée pour I'analyse in situ, mais également en
laboratoire. L'extraction permet d’accéder aux molécules organiques généralement
contenues dans des matrices difficiles d’accés (échantillons solides). Une étape de
fonctionnalisation est souvent nécessaire afin de pouvoir analyser les molécules organiques

cibles les plus polaires.

1.4.1) Les techniques d’extraction

Les techniques de séparation consistant a extraire la matiére organique a partir de

matrices solides sont couramment utilisées afin d’extraire des molécules organiques (comme
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les acides aminés, acides carboxyliques, bases azotées) contenues dans différents types de
matrices, dont les matrices minérales (comme les analogues du régolithe martien, ou encore
les météorites). De nombreux facteurs influencent le choix d’une technique d’extraction : son
efficacité, sa simplicité d’utilisation, la présence ou non de solvant (et par conséquent sa
quantité si présent), le co(t énergétique et financier. Ces facteurs prennent une tout autre
importance quand il s’agit d’analyse in situ et a fortiori sur d’autres planetes que la terre.
L'utilisation in situ entraine des restrictions plus importantes que I’utilisation au laboratoire (il
faut réduire la masse et le volume des instruments, ainsi que leurs cots énergétiques, tout
en maximisant |'efficacité de la technique), et I'éventail de techniques disponibles pour la
spatialisation s’en trouve ainsi réduit.

L’extraction est une des étapes clefs de la préparation de I’échantillon (d’autres étapes
incluent la purification et la concentration). La préparation de I’échantillon, en amont de
I'analyse, est importante car elle influe sur I'efficacité et le résultat de I'analyse, et cela
d’autant plus si les molécules organiques se trouvent a I'état de traces dans I’échantillon. La
répétabilité et la reproductibilité sont deux autres parameétres a prendre en compte dans le
choix de la technique.

Les méthodes d’extraction suivantes ont été ou seront utilisées dans le cadre de la
recherche de bioindices dans des météorites, et dans des environnements extraterrestres et
leurs analogues (ceci n’est pas une liste exhaustive). Elles incluent les extractions avec solvant

et les extractions sans solvant.

1.4.1.1) Méthodes d’extraction avec solvant

a) Extraction solide — liquide

L’extraction solide — liquide simple (au contraire de I'extraction utilisant des molécules
actives appellés « extractants ») consiste en I'ajout d’un solvant a une matrice solide. Les
molécules organiques cibles, possédant une affinité avec le solvant, sont alors extraites de la
matrice par différence d’affinité ente les deux matrices (solide et liquide). L'exemple le plus
courant de l'utilisation de cette technique dans le domaine de I'exobiologie est I'extraction
des molécules organiques, telles que les acides aminés, contenues dans des météorites. Pour

ce faire, de I'eau est ajoutée a un échantillon broyé de météorite, le mélange est en général
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porté a 100°C durant 24h (cf. paragraphe 1.4.1.3). Cette technique est également utilisée pour
les analogues de sol martien (e.g., Martins et al., 2011).

D’autres solvants que |’eau peuvent étre utilisés, tels que des solvants organiques (e.qg.
propanol, acétate d’éthyle) (e.g., Buch et al., 2003). L'utilisation de solvants organiques a la
place de I'eau présente plusieurs intéréts. lls permettent en premier lieu I'extraction de
composés de polarité intermédiaire (I'eau, solvant fortement polaire, posséde une constante
diéléctrique de 78,3 a 25°C, cf. Malmberg and Maryott, 1956). D’autre part, dans le cadre de
la recherche de molécules organiques sur Mars, cela permet d’éviter la pollution de
I’environnement martien par de I'eau provenant de l'instrument (la recherche d’eau est I'un

des objectifs importants de I’exploration martienne).

b) Extraction assistée par ultrasons

L’extraction assistée par ultrasons permet de faciliter I'extraction de molécules
organiques a partir d’'une matrice solide dans un solvant. Lors de la sonication a haute
intensité (25 a 50 kHz) d’un liquide, les ondes sonores se propagent dans le liquide et générent
des vibrations mécaniques, résultant en des cycles alternant des phases de haute pression
(compression) et basse pression (raréfaction). Durant la phase de basse pression, les ultrasons
de haute intensité entrainent la formation de bulles, qui s’effondrent ensuite pendant la phase
de haute pression. Ce phénomene est appellé la cavitation. Lors de I'implosion, de tres fortes
températures (environ 5000°K) et pressions (environ 2000 atm) sont atteintes localement.

Cette technique a été utilisée pour extraire des acides aminés et des acides
carboxyliques a partir d’un sable de Fontainebleau dopé, ainsi qu’a partir d’'un sol du désert
d’Atacama au Chili, un analogue martien (Buch et al., 2006). Elle a également permis

I’extraction de bases azotées a partir de la météorite Murchison (Martins et al., 2008).

c) Extraction par eau sous-critique

En portant I'eau a des températures et pressions spécifiques, elle se comporte comme
un fluide sous-critique. L'eau sous-critique est de I'eau chauffée entre son point d’ébullition
et sa température critique (647°K), conservée a I'état liquide grace a une pression élevée.
Dans ces conditions, la constante diélectrique de I'eau change (elle diminue lors d’'une
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augmentation de la température), permettant I'extraction de molécules moins polaires. Cette
technique permet donc I'extraction d’une plus large gamme de composés organiques.
L’extraction par eau sous-critique a notamment été utilisée pour I'extraction d’acides
aminés a partir d’un sol d’Atacama (Amashukeli et al., 2007). Une extraction par eau sous-
critique devait étre mise en ceuvre sur le sol martien, grace au « SubCritical Water Extractor »,
SCWE, sous-systeme originellement présent dans la suite d’instruments Urey sur le rover
Pasteur (mission ExoMars 2018). Cette suite d’instruments n’est désormais plus incluse dans

la charge utile du rover Pasteur.

d) Extraction par fluide supercritique (SFE)

Un fluide supercritique est un fluide chauffé et comprimé au-dela de sa température
critique et de sa pression critique. Cet état permet a une substance de posséder des propriétés
intermédiaires entre celles de ses états gazeux et liquides. L'extraction est alors rapide, grace
a la faible viscosité et la forte diffusivité du fluide supercritique. L'extrait est facilement
récupéré en diminuant la pression, ce qui permet au solvant de retourner a I'état gazeux. Le
CO; supercritique est le solvant supercritique le plus commun, il est par exemple utilisé pour
décaféiner le café ou produire des huiles essentielles.

L’extraction par fluide supercritique (« Supercritical Fluid Extraction », SFE) a été
utilisée pour I'extraction d’hydrocarbures a partir des météorites Murchison (Sephton et al.,
1998), et Orgueil et Cold Bokkeveld (Sephton et al., 2001). Le CO; pourrait étre utilisé sur Mars
en tant que solvant supercritique pour l'extraction de composés organiques d’intérét
exobiologique. Le CO; serait prélevé sur place, dans I'atmosphére martienne, éliminant les
désavantages liés a I'apport de solvants sur Mars. Ceci est envisagé dans le cadre d’un projet

de la NASA (Zhong, 2014).

e) Extraction en phase solide

L’extraction en phase solide (« Solid Phase Extraction », SPE) est une technique
analogue ala chromatographie et permet de retenir des composés cibles, issus d’'une matrice

liquide, sur une matrice solide adsorbante. Les composés interférents sont élués avant les
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composés cibles (retenus par la matrice solide et élués ensuite grace a un autre solvant).
L'inverse est également possible.

Cette technique est largement utilisée au cours du protocole d’analyse des acides
aminés dans les météorites, non pas pour les extraire, mais pour purifier I'échantillon grace a
une résine échangeuse de cations qui retient les acides aminés et permet I'élution de toutes
les molécules organiques non-cationiques et les anions métalliques. Ceci permet d’éviter les
interférences lors de la réaction de fonctionnalisation nécessaire a 'analyse des acides

aminés.

f) Micro-extraction en phase solide

La micro-extraction en phase solide (« Solid Phase MicroExtraction », SPME) utilise une
aiguille recouverte d’'une phase extractante, permettant I’extraction de molécules organiques
a partir d’'un échantillon gazeux ou liquide. L’aiguille est ensuite insérée dans l'injecteur d’un
instrument de séparation, tel qu’un CPG, ou la température élevée de l'injecteur permet de
désorber les analytes.

Cette technique a été utilisée pour I'extraction de HAP en phase liquide, aprés

extraction par ultrasons d’analogues de sol martien (Orzechowska et al., 2011).

1.4.1.2) Méthodes d’extraction sans solvant

a) Désorption/ionization laser

La désorption/ionization laser (« Laser Desorption », LD) permet de désorber et
d’ioniser des molécules organiques et des biomolécules a partir d’échantillons condensés.
Gréace a cette technique, il est possible de désorber des molécules organiques labiles et de
haut poid moléculaire et d’obtenir leurs ions moléculaires a de faibles irradiances. C'est une
technique d’ionization douce qui est couplée a la spectrométrie de masse (« Laser Desorption
— Mass Spectrometry », LD-MS). Contrairement aux techniques d’ionisation plus

conventionnelles (spectrométrie de masse), elle permet de ne transférer qu’une faible
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guantité d’énergie d’excitation aux ions moléculaires désorbés, ce qui conduit a une
fragmentation faible ou inexistante (Karas and Bahr, 1986).

La LD-MS est une technique efficace pour I'analyse de PAH dans des échantillons
cosmogéochimiques (e.g. météorites, dépots d’impacts, etc.) au niveau sub-ppm. Elle a permis
de détecter des PAH dans des météorites martiennes de I’Antarctique, dont ALH84001 (Becker
etal., 1999; McKay et al., 1996), ainsi que dans des chondrites carbonées, et de la glace polaire
(Becker et al., 1997).

La désorption-ionisation laser peut étre assistée par matrice (« Matrix-Assisted laser
Desorption/lonization », MALDI). Un faisceau laser UV permet la désorption et I'ionization des
molécules cibles, qui ont au préalable été déposées sur une matrice solide absorbante dans le
domaine UV. La MALDI sera utilisée par I'instrument MOMA sur le rover Pasteur de la mission

ExoMars 2018.

b) Pyrolyse et hydropyrolyse

La pyrolyse est une technique (destructrice) de thermolyse (décomposition chimique
causée par la température) en absence d’oxygéne. Elle est souvent utilisée pour décomposer
thermiquement de la matiere organique macromoléculaire, sous atmosphére inerte, en des
fragments de plus faible poids moléculaire, ce qui facilite leur analyse par les techniques
conventionnelles d’analyse des gaz.

Couplée a la CPG-SM (Py-CPG-SM ou TV-CPG-SM), elle est beaucoup utilisée en
laboratoire mais également pour I’exploration spatiale. La Pyr-CPG-MS a ainsi été utilisée pour
la recherche de composés organiques sur Mars (mission Viking, 1976) et dans I'atmosphére
de Titan (mission Cassini-Huygens, 2004). Elle est utilisée sur la cométe 67P/Tchourioumov-
Guerassimenko (instrument COSAC) et sur Mars (Curiosity, mission MSL), et le sera a nouveau
sur Mars dans le futur (instrument MOMA, mission ExoMars 2018).

L’hydropyrolyse consiste en une pyrolyse en présence de fortes pressions d’hydrogéne
et une phase dispersée et catalytiguement active de sulfure de molybdéene. Elle a été utilisée
pour I'extraction de PAH a partir de la phase macromoléculaire carbonée insoluble (résistante

a I'extraction par solvant) de la météorite Murchison (Sephton et al., 2005, 2004).
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c) Thermochemolyse

La thermochemolyse est une technique réalisant une pyrolyse en présence d’un reactif
de fonctionnalisation tel que le tetraméthylammonium (TMAH). L’ajout de ce réactif permet
de protéger les composés thermolabiles et séparer par chromatographie les composés
polaires et non polaires en une seule analyse. La pyrolyse en présence de TMAH permet une
coupure efficace des liaisons polaires et la méthylation subséquente des groupements COOH,
OH et NH,, facilitant I'analyse par CPG (Geffroy-Rodier et al., 2009).

Des hydrocarbures aromatiques ont été détectés suite a la thermochemolyse au TMAH
de la MOI des météorites Orgueil et Murchison (Remusat et al., 2005). Elle a été utilisée sur le
sol d’Atacama, analogue de sol martien, et a permis de mettre en évidence des lipides et des
carbohydrates (Geffroy-Rodier et al., 2009). Elle est utilisée sur MSL afin de détecter la
présence potentielle de molécules polaires liées au sein de molécules organiques plus
complexes (par exemple des acides aminés au sein de protéines, des acides gras au sein de
membranes, ou des acides carboxyliques au sein de macromolécules abiotiques) (Mahaffy et

al., 2012) et sera utilisée sur ExoMars 2018.

d) Thermodésorption / sublimation

La thermodésorption (« thermal desorption » en Anglais) consiste a chauffer un
échantillon a température modérée afin d’en extraire les composés organiques. Elle a permis,
par exemple, d’extraire des biphényles polychlorés (PCB) a partir de sols, a basse pression et
dans la gamme de températures de 350°C a 450°C (Risoul et al., 2002). La sublimation sous
conditions ambiantes martiennes, couplée a une fonctionnalisation chimique, a également
été utilisée pour extraire des bases nucléiques issues de la bactérie Escherischia coli, ainsi
gu’un échantillon de sédiment marin, de I'’eau de mer, et d’un sol d’Atacama (Glavin et al.,

2006).

1.4.1.3) Focus sur les météorites et I’hydrolyse acide

Comme précisé dans le paragraphe 1.3.5), les chondrites carbonées auraient pu
représenter une source importante de molécules prébiotiques nécessaires a I'apparition de la
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vie sur la Terre primitive. Le carbone représente une part non négligeable du poids de ces
météorites primitives. La majorité du carbone organique est sous la forme d’une
macromolécule insoluble dont la structure complexe ressemble a celle du kérogéne, et le reste
du carbone organique est extractible et est constitué d’'un mélange complexe de molécules
organiques, dont des acides aminés, bases azotées et acides carboxyliques.

Les acides aminés et les autres molécules organiques solubles dans I'eau sont
habituellement analysés grace a une extraction a I'eau suivie d’'une hydrolyse acide de I'extrait
aqueux.

Cette procédure a pour la premiere fois été utilisée pour I'analyse des acides aminés
présents dans des échantillons de sol lunaires, collectés durant la mission Apollo 11 (Fox et al.,
1970; Hare et al., 1970). Les auteurs ont proposé I’hydrolyse acide, car selon eux, les acides
aminés dans ce type d’échantillon (i.e. volcanique) sont majoritairement ou entierement sous
forme polymérisée. A I'époque, I'hydrolyse acide était vue comme la technique standard pour
I’analyse des acides aminés des protéines (technique décrite par Moore and Stein, 1963). Dans
ce cadre, l'acide chlorhydrique (HCI) était utilisé pour deux raisons : il permet un taux de
clivage des liaisons peptidiques supérieur a I'acide sulfurique de méme concentration, et il
peut étre retiré du mélange d’acides aminés par évaporation (Light and Smith, 1963). Hare et
al. (1970) ont proposé de réaliser I’hydrolyse acide non pas directement sur I’échantillon de
sol, mais sur un extrait aqueux de cet échantillon. lls ont proposé cette méthode en se basant
sur leurs expériences d’analyse d’échantillons géologiques, pour lesquelles les acides aminés
sont observés en réalisant une hydrolyse de I’extrait aqueux, alors qu’ils ne sont pas observés
lorsque I’échantillon est hydrolysé directement, ce qui est probablement di a une
décomposition catalysée par les fortes proportions de minéraux en présence de HCl chauffé ;
ainsi que pour éviter la production de grandes quantités de sels, lors du chauffage de HCl en
présence du sol lunaire (Hare et al., 1970). Cette technique a ensuite été utilisée pour I'analyse
des acides aminés au sein de la météorite Murchison (Kvenvolden et al., 1970), et est devenue
la référence pour I'analyse en laboratoire des acides aminés et autres molécules organiques
dans les matrices extraterrestres (e.g. météorites, poussiéres lunaires) et leurs analogues (e.g.
analogues du sol martien, analogues de glaces interstellaires).

Par la suite, une amélioration de la méthode d’hydrolyse acide de Moore and Stein
(1963) a été proposée, amélioration consistant a réaliser I’hydrolyse en phase gazeuse (Tsugita

et al., 1987) — technique déja proposée par la méthode Pico-Tag de la société Waters
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(Bidlingmeyer et al., 1984) — au lieu de la phase liquide. Cette méthode est plus rapide (22,5
/ 45 minutes au lieu de 24h), plus adaptée a I’hydrolyse d’une faible quantité d’échantillon
(Ozols, 1990) et permet de limiter la contamination de I'échantillon (e.g., Knecht and Chang,
1986), car seul le HCl en phase vapeur entre en contact avec I’échantillon, ce qui exclue les
contaminants non-volatils (Ozols, 1990). Elle a été utilisée pour la premiere fois sur les
météorites par Glavin et al. (1999), avec une durée d’hydrolyse plus longue (3h au lieu de 22,5
/ 45 minutes pour Tsugita et al., 1987 ; et 1h pour la méthode Pico-Tag). Elle est maintenant

couramment utilisée pour I'analyse des acides aminés météoritiques (e.g., Glavin et al., 2010).

a) 1% étape : extraction a I'eau

Les échantillons sont tout d’abord réduits a I’état de poudre en utilisant un mortier et
un pilon stériles. Entre 0,1 et 1g de poudre est ajoutée a une ampoule stérile, et de I'eau est
ajoutée avec un ratio massique de 2 : 1a 4 : 1 (Burton et al., 2012b). L'ampoule est scellée et
placée au four pour extraction. Le temps et la température de |’extraction sont généralement
de 24h et 100°C (Botta et al., 2007, 2002; Brinton et al., 1998; Ehrenfreund et al., 2001; Glavin
et al., 2004, 1999, 2010, 2006; Martins et al., 2007), mais peuvent varier. Certains auteurs
extraient pendant 24h a 110°C (e.g., Pizzarello and Cronin, 2000) ; ou pendant 20h a 100°C
(e.g., Meierhenrich et al., 2004; Pizzarello et al., 2004) ou 110°C (e.g., Kvenvolden et al., 1970).

b) 28me étape : hydrolyse acide

Apreés |'extraction, le surnageant, contenant la fraction de la matiere organique soluble
dans I'eau, est habituellement séparé en deux. Une partie est analysée directement, I'autre
est soumise a une hydrolyse en présence d’acide chlorhydrique a 6 mol.L* (6M).

L’analyse directe de I'extrait aqueux donne la composition en acides aminés libres (la
fraction des acides aminés extractibles directement par extraction aqueuse). Il a été montré
gue les acides aminés libres sont extraits directement et ne comportent pas d’acides aminés
synthétisés lors de I'extraction. Pour ce faire, un échantillon de Murchison a été extrait avec
de I'eau deutérée (D20, oxyde de deutérium ou eau lourde) (Lawless et Peterson, 1975; dans
Sephton, 2002). En plus des acides aminés libres, qui n’ont montré aucune incorporation de
deutérium, seuls quelques acides aminés contenaient du deutérium, ce qui laissait présager
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d’une production d’acides aminés a partir de précurseurs au cours de I’hydrolyse, et/ou
d’échanges hydrogéne —deutérium. Une étude postérieure a cependant conclu que toutes les
liaisons carbone — deutérium présentes résultaient d’échanges hydrogene - deutérium dans
des liaisons carbone — hydrogéne déja existantes (Pereira et al., 1975; dans Sephton, 2002).
Ainsi, les acides aminés libres sont bien des acides aminés extraits, et ne comportent pas
d’acides aminés synthétisés pendant I’extraction.

L’analyse de I'extrait aqueux hydrolysé donne la composition totale en acides aminés
(acides aminés libres plus acides aminés liés). Par définition, les acides aminés « liés » sont
ceux qui ne sont détectés qu’aprées hydrolyse acide de I’extrait aqueux. En effet, I'analyse de
I’extrait aqueux hydrolysé entraine I'observation d’une augmentation de la concentration en
acides aminés, comparativement a |’analyse directe des extraits aqueux. Le rendement peut
étre augmenté de plus de 100% entre I'extraction aqueuse et I’hydrolyse acide de I'extrait
aqueux (Sephton, 2002). Par exemple, la glycine a été détectée dans des extraits des
météorites Murchison et Murray a des concentrations de 3,4 et 1,5 pg.g?, respectivement,
alors que I'extrait hydrolysé contenait 6,1 et 3,0 ug.g, respectivement (Cronin et Moore,
1971; dans Sephton, 2002). L’hydrolyse acide d’extraits aqueux de météorites carbonées
permet donc la détection des acides aminés liés, acides aminés qui n’étaient pas présents dans
I’extrait aqueux simple.

Plusieurs explications peuvent étre proposées pour expliquer la nécessité d’'une
hydrolyse acide de I'extrait aqueux afin de détecter les acides aminés liés :

- Avant hydrolyse, les acides aminés liés ont leurs hydrogenes actifs
chimiguement protégés et ne sont pas sujets a la fonctionnalisation et a | ‘analyse par CPG-
SM (Glavin et al., 2010).

- Avant hydrolyse, ils sont présents sous la forme de dérivés / précurseurs
d’acides aminés, sensibles a I’hydrolyse acide — tels que des amides, nitriles ou lactames — et
ces précurseurs de faible poids moléculaire sont convertis en acides aminés pendant
I’hydrolyse (Burton et al., 2012b; Glavin et al., 2010).

Pour investiguer la nature de ces précurseurs, les composés sensibles a
I’hydrolyse d’un extrait aqueux de Murchison ont été fractionnés par chromatographie
d’échange cationique. 70% se sont comportés comme des composés neutres ou acides
(Cronin, 1976; dans Sephton, 2002). Par la suite, ces composés ont été identifiés partiellement

en tant qu’amides aliphatiques linéaires et cycliques, incluant des amides d’acides
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monocarboxyliques, des monoamides d’acides dicarboxyliques, des amides d’hydroxyacides,
des lactames, des carboxylactames, des lactimes, des acides aminés N-acétylés, et des
hydantoines substituées (Cooper et Cronin, 1995; dans Sephton, 2002) (Figure I-27). Les
carboxylactames, lactimes, acides aminés N-acétylés et hydantoines sont tous convertis en
acides aminés au cours de I’hydrolyse, et peuvent donc étre qualifiés de précurseurs (Sephton,
2002). Parmi les molécules basiques restantes, 9% pourraient étre des peptides et des amino
acyl amides (Cronin, 1976; dans Sephton, 2002). Des acides aminés liés peuvent également
étre formés par I’hydrolyse acide d’aminonitriles, selon la synthése de Strecker (Hamilton and
Nagy, 1972). Avant hydrolyse, les spectres de masse et temps de rétention de ces dérivés /
précurseurs sont donc différents de ceux des acides aminés classiques, et ils ne sont donc pas
détectés en tant que tels.

- Les acides aminés sont liés au sein d’un matériel de haut poids moléculaire,
extrait par I'étape d’extraction aqueuse, qui libérera des acides aminés lors de I’hydrolyse
acide (possiblement par le clivage de liaisons de type peptidique). Cette explication a été
avancée pour expliquer I'augmentation plus importante (par rapport aux autres acides
aminés) des quantités d’acide glutamique et d’acide aspartique apres hydrolyse, en proposant
gu’ils soient concentrés au sein de ce matériel (Cronin et Moore, 1971; Cronin, 1976a; dans
Shock and Schulte, 1990).

- Moins probablement, les acides aminés liés sont piégés mécaniquement et
sont libérés lors de I'hydrolyse acide par I'attaque et la dissolution d’'une matrice qui les

confinait (matrice extraite lors de I'extraction aqueuse) (Hamilton and Nagy, 1972).

La formation d’acides aminés au cours de I’hydrolyse a également été observée dans
le cas de I'hydrolyse d’analogues de glaces interstellaires (Bernstein et al., 2002).

Les fractions hydrolysée et non hydrolysée contiennent également de nombreux
composés hydrosolubles, autres que les acides aminés, tels que des acides carboxyliques, des
hydroxyacides, ainsi que divers cations et anions. Afin d’éviter les interférences causées par
ces autres composés lors de la réaction de fonctionnalisation, les acides aminés sont
généralement purifiés au préalable par chromatographie d’échange cationique. Pour ce faire,
la solution contenant les acides aminés est passée a travers une résine d’échange cationique,
qui est ensuite éluée avec de I'eau. Cette premiére élution a I'eau permet d’éliminer les

molécules organiques non-cationiques et les anions métalliques, non retenues par la résine
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d’échange cationique (les acides aminés, du fait de leurs groupements amines protonés et
donc chargés positivement, étant retenus au sein de la colonne). L’élution des acides aminés
est ensuite réalisée grace a une solution de NH4OH (e.g., Cronin et al., 1981 ; Cooper and
Cronin, 1995). Eventuellement, les espéces éliminées lors de I'élution a I'eau, c’est-a-dire les
molécules non-cationiques (tels que les acides carboxyliques et les hydroxyacides) et les
anions métalliques, peuvent étre récupérés puis fractionnés par chromatographie d’échange

anionique (e.g., Cooper and Cronin, 1995) (Burton et al., 2012b) (Figure 1-21).

Murchison extract

[Cation exchange column ]

| i
H,0 05M pyridine  3.0MNH,OH

{amino acids, amines}

| Anion exchange columnn |

! / f {

0.iM pyridine ~ 0.1M pyridine-acetate. pH 5.3 1M acetic acid 9M acetic acid IMHCI
(lactams, (hydantoins of {N-acetyl amino acids, (carboxy lactams) (acidic anions)
hydroxy acid amides,  neutral amino acids) dicarboxy monoamides,
carboxamides) lactims, hydantoins

of acidic amino acids)

Figure |-27: Diagramme représentant le schéma de fractionnation par échange d’ions utilisé par
Cooper et Cronin (1995) pour isoler les différents constituants d’un extrait aqueux de la météorite

Murchison

L’hydrolyse acide peut étre réalisée en phase liquide ou en phase vapeur. La procédure
en phase liquide consiste en une hydrolyse dans du HCl liquide a 6M généralement pendant
24h a 100°C (e.g., Brinton et al., 1998; Glavin et al., 1999; Pizzarello et al., 2004), 105°C (e.g.,
Nuevo et al., 2008) ou 110°C (Cronin et al., 1981; Cronin and Pizzarello, 1997; Fox et al., 1970;
Meierhenrich et al., 2004; Mufioz Caro et al., 2002; Nuevo et al., 2007) ; ou pendant 20h a
100°C (e.g., Kvenvolden et al., 1970). L’hydrolyse peut étre accomplie sous vide (e.g., Fox et
al., 1970; Meierhenrich et al., 2004, Mufioz Caro et al.,, 2002; Nuevo et al., 2007) ou
atmosphere inerte (e.g., Caro et al., 2002; Glavin et al., 2004). La procédure en phase gazeuse
est réalisée a 150°C pendant 3h sous vide léger ou atmosphére inerte (e.g., Botta et al., 2007,

2002; Brinton et al., 1998; Ehrenfreund et al., 2001; Glavin et al., 2004, 1999, 2010, 2006;
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Martins et al., 2007). Lextrait hydrolysé est ensuite généralement purifié, fonctionnalisé et
analysé.

Les techniques d’analyse les plus utilisées sont généralement la chromatographie en
phase liquide a haute performance avec détection par fluorescence (« High Performance
Liquid Chromatography with Fluorescence Detection », HPLC-FD) (e.g., Botta et al., 2007;
Brinton et al., 1998; Ehrenfreund et al., 2001; Glavin et al., 2004, 1999, 2010, 2006; Martins
et al., 2007) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG-SM) (e.g., Botta et al., 2007; Caro et al., 2002; Cooper and Cronin, 1995; Cronin et al.,
1981; Cronin and Pizzarello, 1997; Martins et al., 2007; Meierhenrich et al., 2004; Nuevo et
al., 2007; Pizzarello et al., 2004; Pizzarello and Cooper, 2001; Pizzarello and Cronin, 2000).

1.4.1.4) Conclusion

Les différentes méthodes d’extraction des molécules organiques débutent par une
étape de préparation d’échantillon souvent indispensable. Ceci est d’autant plus important
gue les molécules organiques recherchées dans les matrices extraterrestres sont a I'état de
traces. Nous allons maintenant nous intéresser aux différentes méthodes d’analyse qui
permettent de détecter et quantifier des molécules organiques dans les météorites, milieux

extraterrestres, et leurs analogues.

1.4.2) La méthode d’analyse

Dans le cadre de la recherche de molécules organiques dans des matrices d’origine
extraterrestre, la chromatographie est une technique tres utilisée. Le mot chromatographie
provient du Grec « khréma » (la couleur) et « graphé » (I'écriture). Elle signifie littéralement
« écrire avec les couleurs ». Elle a été utilisée la premiere fois en 1903 pour séparer des
pigments de plantes. Son principe repose sur la séparation d’'un mélange de molécules
entrainé par une phase mobile, en fonction de I'affinité de chaque molécule avec la phase
stationnaire. Il existe différents types de chromatographie, en fonction de la nature de la

phase mobile : chromatographie sur couche mince, chromatographie en phase gazeuse,
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chromatographie en phase liquide, chromatographie en phase liquide a haute performance,
etc.

La chromatographie en phase gazeuse est largement utilisée lors de la recherche de
molécules organiques in situ. Certaines des techniques d’extraction précédemment détaillées
sont utilisées en amont de I'analyse, comme la pyrolyse, ou la thermochemolyse. Cependant,
I'utilisation de solvants pour I'extraction peut présenter un risque de contamination si ces
dernier ne sont pas éliminés ou totalement purs. La chromatographie est également
largement utilisée au laboratoire pour I'analyse de météorites et d’analogues de sols martiens.

Dans ce cadre, I’éventail de techniques utilisables est plus étendu.

1.4.2.1) Chromatographie échangeuse d’ions (IEC)

De nos jours, dans le cadre de |'analyse des météorites, I'utilisation de la
chromatographie échangeuse d’ions («lon Exchange Chromatography », IEC) se fait
principalement dans le but de purifier les acides aminés apres hydrolyse et avant
fonctionnalisation. Par le passé, couplée a une fonctionnalisation post-colonne, elle était
largement utilisée en tant que technique d’analyse des acides aminés présents en quantités
de I'ordre du ppb (Hamilton and Nagy, 1972). Les acides aminés sont des zwitterions qui
incluent a la fois des groupements amine et carboxyle. Ainsi, au cours de I'échange de cations,
plus la solution est acide, plus I'élution est rapide (les acides aminés sont plus a méme d’avoir
des charges négatives), et plus la solution est basique, plus I'élution est lente (les acides
aminés sont plus a méme d’avoir des charges positives). En IEC, puisque le réactif de
fonctionnalisation utilisé réagit avec les fonctions amines, les amines simples sont également
séparées. Cependant, la plupart des amines n’ont pas de groupe fonctionnel anionique (e.g.
groupement carboxyle) comme les acides aminés, elles ont donc tendance a étre éluées moins
vite dans le cas de la chromatographie échangeuse de cations. On peut ainsi éviter
I'interférence des amines lors de la quantification des acides aminés.

Les premieres études sur du matériel extraterrestre (poussiéres lunaires et météorites)
utilisaient la chromatographie d’échange d’ions. Grace a cette technique, des acides aminés
non protéiques et des hydrocarbures ont été détectés dans la météorite de Murchison (Cronin
etal., 1981; Kvenvolden et al., 1970, 1971), et des acides aminés dans des échantillons lunaires

(Fox et al., 1970; Hare et al., 1970).
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1.4.2.2) Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de

Masse (CPG-SM)

En dehors de la Terre, I’éventail de techniques analytiques est fortement limité par les
contraintes liées a I'application spatiale : les instruments et techniques d’analyses utilisé(e)s
doivent étre miniaturisé(e)s, étre relativement simples afin d’étre automatisé(e)s, consommer
de faibles quantités d’énergie, posséder une forte résistance mécanique, étre fiables sous des
conditions extrémes de température et de pression présentes dans les environnements
extraterrestres, et avoir une grande sensibilité (afin de pouvoir détecter des molécules
organiques sous forme de traces, au sein de volumes d’échantillons réduits). La technique
d’analyse doit également étre capable de séparer et d'identifier des mélanges complexes de
molécules organiques. La chromatographie, lorsqu’elle est couplée a une technique
d’identification telle que la Spectrométrie de Masse (SM), est une technique remplissant tous
ces criteres.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (Figure I-
28) est actuellement une des rares techniques analytiques utilisée dans des environnements
extraterrestres afin d’y rechercher des molécules organiques, et elle y est devenue la méthode
de prédilection. Elle a déja été prévue et utilisée pour différentes missions martiennes, comme
Viking, MSL, ExoMars (Buch et al., 2009, 2006; Oyama and Berdahl, 1977), ainsi que dans le
cadre de I'exploration de Vénus (Gelman et al., 1980) et Titan (Niemann et al., 1997; Sternberg
et al.,, 1999); et est actuellement utilisée par la mission Rosetta (Goesmann et al., 2015;
Rosenbauer et al., 1999; Szopa et al., 2002, 2001). Elle est également couramment utilisée en
laboratoire pour l'analyse des acides aminés dans les météorites et autres échantillons
extraterrestres depuis le début des années 1970 (Kvenvolden et al., 1970).

Le principe de la chromatographie en phase gazeuse est une séparation des molécules
a partir d’'un mélange complexe. Le mélange a analyser doit étre volatilisé. Pour ce faire, il est
injecté dans un injecteur (Figure 1-28) dont la température est supérieure a la température
d’ébullition des molécules a séparer. Ensuite, il est entrainé par la phase mobile, gazeuse dans
le cas de la CPG (gaz vecteur neutre, par exemple azote, hélium) dans une colonne dont les
parois sont recouvertes d’'une phase stationnaire. Une réaction de fonctionnalisation peut
étre réalisée avant injection afin d’augmenter la volatilité des molécules cibles. La séparation
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des constituants du mélange repose sur leur différente vitesse de migration au sein de la
colonne, vitesse régie pour chaque molécule par ses interactions avec la phase stationnaire.
Ce comportement dépend des propriétés physico-chimiques de la molécule, ainsi que des
propriétés de la phase stationnaire et de la phase mobile, et donc des interactions entre la
molécule et les phases stationnaires et mobiles. Chaque molécule possédant ainsi une vitesse
de migration propre, elles sont éluées a des temps différents (le temps de rétention), ce qui
permet une séparation temporelle des constituants du mélange, et leur identification lorsque
les temps de rétentions sont connus. Cette technique permet la séparation et I'analyse
qualitative et quantitative de composés a I'état de traces (par exemple des molécules
organiques présentes dans des milieux extraterrestres). Il est également possible de réaliser
une séparation énantiomérique.

Un détecteur est placé en sortie de colonne. En fonction du type de détecteur, ce
dernier, en plus de permettre la détection et la quantification des espéces séparées, peut
également aider a I'identification des composés élués. C'est notamment le cas du couplage de
la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CPG-SM) (Figure 1-28).
Pour I'identification des solutés, la spectrométrie de masse (quadrupdle ou trappe d’ions) va
ioniser les molécules par impact électronique, les fragmenter, et les séparer en fonction du
rapport masse sur charge m/z. Chaque molécule se fragmente selon un schéma prédictible
pour une méme énergie d’ionisation (généralement 70 eV), fournissant un spectre de
fragmentation typique, dont I'analyse permet l'identification de la molécule mere. Il est
possible de vérifier I'identification d’'un composé (basée sur son temps de rétention et son
spectre de masse) par comparaison des temps de rétention et des spectres de masse obtenus

avec un standard ou une librairie.
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Figure I-28 : principe de la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

1.4.2.3) Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de

Masse de Rapport Isotopique (GC-IRMS)

L’analyse isotopique des acides aminés peut étre réalisée grace a la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse de rapport isotopique (« Gas
Chromatography — Isotope Ratio Mass Spectrometry », GC-IRMS). Tout comme lors de la CPG-
SM, dans cette technique, la CPG est utilisée pour séparer un mélange de molécules complexe,
issu par exemple de I'extraction aqueuse d’'une météorite. Lors de leur élution, les composés
sont dirigés vers des réacteurs réalisant leur combustion et leur réduction (pour I'analyse du
carbone et de I'azote) ou leur pyrolyse (pour I'analyse de I’hydrogene et de I’oxygéne). Les gaz
de COy, N, Ha et CO sont alors analysés par un spectromeétre de masse a secteur magnétique,
et les ratios des isotopes stables sont calculés (Burton et al., 2012b). Cette technique a été
utilisée pour la mesure isotopique d’acides aminés dans des chondrites carbonées (e.g., Engel
and Macko, 1997, dans Burton et al., 2012b). La mesure des ratios isotopiques permet de
déterminer 'origine et la nature indigene des acides aminés météoritiques. En effet, les acides

aminés extraterrestres sont enrichis en isotopes lourds, en comparaison avec les composés
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terrestres, reflétant les environnements froids dans lesquels ces composés — ou leurs
précurseurs — se sont formés (Burton et al., 2012b).

Cette technique a permis de mettre en évidence I'origine extraterrestre de la glycine
détectée dans du matériel cométaire rapporté par la mission Stardust (Elsila et al., 2009; dans
Burton et al., 2012b), ainsi que des excés énantiomériques en faveurs de la forme L de certains
acides aminés météoritiques (Engel and Macko, 1997; dans Burton et al., 2012b). Le couplage
de la GC-IRMS avec un spectrometre de masse quadrupolaire permet d’identifier les
composés, en plus de I'analyse isotopique, ce qui permet de réduire les incertitudes liées a la
co-élution de composés, qui peut affecter les mesures énantiomériques et isotopiques (Elsila
et al., 2009; Pizzarello and Cronin, 1998; dans Burton et al., 2012b).

Les ratios isotopiques permettent également de proposer des mécanismes de
formation des acides aminés. Des analyses de ratios isotopiques du carbone d’acides aminés
de la météorite Murchison ont permis de mettre en évidence des corrélations entre la
structure des acides aminés, la longueur des chaines, et les composition isotopiques. Ceci a
permis de proposer une voie de formation des alpha-acides aminés grace a la synthese de

Strecker (Pizzarello et al., 2004; dans Burton et al., 2012b).

1.4.2.4) Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance avec

Détection par Fluorescence (HPLC-FD)

L’analyse des acides aminés météoritiques par chromatographie en phase liquide a
haute performance avec détection par fluorescence (« High-Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence Detection », HPLC-FD) permet une nette amélioration de
la sensibilité par rapport a la CPG-SM (environ d’un facteur 1000, cf. Burton et al., 2012b).
Cette technique s’avere utile du fait de la faible quantité d’échantillons disponibles, ainsi que
dans le cadre de l'analyse de météorites moins riches en acides aminés, telles que les
chondrites carbonées de type 1. L'HPLC-FD a été utilisée pour I'analyse d’acides aminés
d’origine extraterrestre dans des sédiments de la limite Crétacé/Tertiaire (Zhao and Bada,
1989; dans Burton et al., 2012b), ainsi que dans des sols lunaires (Brinton and Bada, 1996;
dans Burton et al., 2012b) et des micrométéorites carbonées de I’Antarctique (Brinton et al.,
1998; dans Burton et al., 2012b). Cependant, la fluorescence n’est pas une technique
d’analyse spécifique, c’est a dire qu’elle ne permet pas l'identification des acides aminés. Les

104



Chapitre | : Bibliographie

ratios énantiomériques peuvent seulement étre déterminés grace aux temps de rétention.
Des composés co-€éluant avec les acides aminés peuvent interférer et rendre difficile
I'interprétation des chromatogrammes. Ces problémes peuvent étre en partie levés par
couplage de I'HPLC avec un spectrometre de masse — tel qu’un spectrometre a temps de vol
(« Time-of-Flight Mass Spectrometer », ToF-MS) (Glavin et al., 2006; dans Burton et al.,
2012b). Les problémes liés a la co-élution des composés sont ainsi évités, dans le cas ou les

composés co-élués possédent des spectres de masse différents (Burton et al., 2012b).

1.4.2.5) Conclusion

En exobiologie, la chromatographie a toujours été largement utilisée pour la recherche
de molécules organiques au laboratoire et in situ, y compris en dehors de la Terre. Le tableau

I-3 résume les différentes applications de cette technique :

Common biotic Analytical detection
Compound class® source® method

Labile compounds to
assess contemporary or
recent life processes

L-Amino acids/peptides All Iife GC, Py-GC
Flora (some GC, GC-MS, GC-MS/
Sugars/polysaccharides fauna) MS
Nucleotides, bases, etc. All Iife Specific methods
Unsaturated lipid
compounds All life GC, GC-MS
Py-GC-MS, specific
Biopolymers All Iife methods
Lipid/bitumen
compounds to assess
biosynthesis in prior
eological times
i]iphatic Ubiquitous/not
hydrocarboms specific GC, GC-MS, GC-IRMS
Aliphatic acids, Ubiquitous/some
alcohols specific GC, GC-MS, GC-IRMS
Isoprenoids Biogenic GC, GC-MS, GC-IRMS
Steroids Flora/fauna GC-MS, GC-IRMS
Triterpenoids Flora/microbes GC-MS, GC-IRMS
Diterpenoids Flora/microbes GC-MS, GC-IRMS
HPLC-MS, HPLC-
Pigments Flora/microbes IRMS
Biopolymers Flora/microbes Py-GC-MS
Novel and unknown GC-MS, Py-GC-MS,
biomarkers - GC-IRMS
Abiogenic organic
compounds
D/L-Amino acids Abiotic GC, Py-GC
Aliphatic alcohols,
acids, hydrocarbons Abiotic GC, GC-MS, GC-IRMS
PAH Abiotic GC, GC-MS, GC-IRMS
*Based on terrestrial life, assumed the same if extraterrestrial life is based on C/H/N/O/S chem-
istry.

“Labile markers are stable for briefer geological periods after diagenetic preservation. Group 2 is
stable for longer geologic periods.

bSlash indicates that a distinction is possible (implies life on Earth).

GC, gas chromatography; Py, pyrolysis (flash heating); MS, mass spectrometry; IRMS, isotope ratio
mass spectrometry; HPLC, high pressure liquid chromatography.
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Tableau I-3 : Différents biomarqueurs / bioindices, leur origine et la méthode d’analyse utilisée pour

la détection (tableau 1 dans Simoneit, 2002)

Cependant, au laboratoire (pour les météorites) et sur Mars, la plupart des bioindices,
dont font partie les acides aminés, nécessitent une étape de fonctionnalisation, soit pour
permettre leur détection, soit pour permettre leur séparation en CPG. En effet, la plupart des
bioindices potentiellement détectables sur Mars et dans les météorites sont réfractaires (non
volatiles). C'est en particulier le cas des acides aminés. Nous allons donc nous intéresser aux
diverses techniques de fonctionnalisation, avec un focus sur les acides aminés météoritiques
et sur la fonctionnalisation au MTBSTFA, qui est en particulier utilisée pour la détection

d’acides aminés potentiels sur Mars.

1.4.3) La fonctionnalisation

La fonctionnalisation est largement répandue dans le cadre de l'exobiologie. Par
exemple, lors I'analyse des molécules organiques dans les météorites (principalement les
acides aminés), les premieres techniques de fonctionnalisation utilisées — inspirées des
techniques d’analyse utilisées dans d’autres domaines tels que la recherche médicale,
pharmacologique, biologique, alimentaire ou agronomique — consistaient en une
fonctionnalisation post-colonne chromatographique, permettant la détection des molécules.
La fonctionnalisation pré-colonne, quant a elle, permet de volatiliser les molécules organiques
réfractaires, afin de pouvoir les séparer par CPG. Cette derniere est largement utilisée de nos

jours dans le cadre de I'exobiologie in situ et au laboratoire.

Selon la « Royal Society of Chemistry », la fonctionnalisation est « la transformation
d’un composé chimique (le réactif) en un autre composé similaire (le dérivé, ou dérivatif), par
altération d’un ou plusieurs de ses groupes fonctionnels. La fonctionnalisation est
généralement réalisée pour altérer la réactivité ou changer une propriété physique telle que

la solubilité, le point d’ébullition, le point de fusion, la stabilité thermique, etc. »

1.4.3.1) Fonctionnalisation post-colonne

106



Chapitre | : Bibliographie

La fonctionnalisation post-colonne consiste a séparer les composés a analyser au sein
d’une colonne chromatographique par échange d’ions (chromatographie échangeuse de
cations pour les acides aminés), puis a les faire réagir avec le réactif de fonctionnalisation en
sortie de colonne, avant leur détection. Cette méthode peut étre automatisée. Puisque les
analytes sont séparés avant la réaction de fonctionnalisation, I'efficacité de la réaction est peu
affectée par la matrice. En revanche, elle entraine une grande consommation de réactif de
fonctionnalisation. De plus, I'apport constant de réactif de fonctionnalisation limite la
panoplie de réactifs qui peuvent étre utilisés. En effet, le réactif en exces ne doit pas perturber
la détection.

La fonctionnalisation post-colonne a la ninhydrine, précédée par une séparation des
acides aminés par échange cationique (« lon Exchange Column », IEC), a été proposée en 1958
(Moore et al., 1958; Spackman et al., 1958). La détection se fait par spectroscopie d’absorption
dans le visible (colorimétrie). Cette technique permet un grand degré de spécificité, du fait du
nombre réduit de composés qui réagissent avec la ninhydrine (Hamilton and Nagy, 1972). La
méthode a la nynhidrine est restée toutefois la plus utilisée pour I'analyse des protéines
pendant une vingtaine d’années. Puis d’autres réactifs de fonctionnalisation post-colonne ont
été utilisés, par exemple la fluorescamine et I'o-phthalaldehyde (OPA), indispensables pour la
détection des acides aminés par spectroscopie de fluorescence.

Les réactifs utilisés pour la fonctionnalisation post-colonne dans le cadre de I'analyse
d’acides aminés météoritiques sont la ninhydrine et I'o-phthalaldehyde (OPA). L'IEC couplée
a la fonctionnalisation post-colonne par ninhydrine a par exemple été utilisée pour I'analyse
d’acides aminés dans des poussiéres lunaires (Fox et al., 1970; Hare et al., 1970), et, plus
récemment, d’acides aminés produits lors de lirradiation UV d’analogues de glaces
interstellaires (Nuevo et al., 2008). L'IEC couplée a la fonctionnalisation post-colonne par OPA
a par exemple été utilisée pour I'analyse d’acides aminés de la météorite Murchison (Cronin

etal., 1981).

1.4.3.2) Fonctionnalisation pré-colonne

a) Introduction
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Lors de la fonctionnalisation pré-colonne, les molécules organiques sont
fonctionnalisées avant I'injection, et les produits de la réaction de fonctionnalisation sont alors
séparés et détectés. Cette technique présente certains avantages. Par exemple, la réaction de
fonctionnalisation peut se faire dans un réacteur (le réactif de fonctionnalisation ne doit donc
pas étre ajouté de maniére continue). Ainsi, la consommation de réactif est moindre
comparée a la fonctionnalisation post-colonne. De plus, méme si le réactif de
fonctionnalisation est en exces, sa détection ne pose pas de probleme tant qu’il est bien élué
séparément des analytes. En outre, la diversité de réactifs de fonctionnalisation permet la
sélection du réactif le plus adapté au type de détection (e.g. UV, VIS, RF). Enfin, elle permet
d’analyser des molécules hydrophiles par HPLC en phase inverse, grace a l'ajout de
groupements hydrophobes sur les molécules cibles.

Cependant, puisque Il'agent de fonctionnalisation est ajouté directement a
I’échantillon, le rendement de la réaction peut étre affecté s’il existe des interférences avec la
matrice (e.g. par interférence entre le réactif et des especes présentes dans I'échantillon). De
plus, les produits de la réaction de fonctionnalisation peuvent étre instables, ce qui peut
affecter la quantification.

Les procédures de fonctionnalisation varient fortement, pouvant se faire a
température ambiante, ou nécessiter un chauffage, ou encore nécessiter une purification
post-réaction. L'HPLC en phase inverse peut parfois étre nécessaire pour séparer les produits
de la réaction de fonctionnalisation.

Des exemples de réactifs de fonctionnalisation utilisés pour I'analyse d’acides aminés
(tous domaines confondus) sont I'OPA, le phenyl isothiocyanate (PITC) (utilisé dans la
technique décrite par Heinrikson and Meredith, 1984; et commercialisée sous le nom de la

méthode Pico-Tag par la société Waters), et le chlorure de dansyle (Bidlingmeyer et al., 1984).

b) Réactifs utilisés en HPLC-FD

Dans le cadre de l'analyse d’acides aminés météoritiques, la technique de la
chromatographie en phase liquide a haute performance avec détections par fluorescence
(HPLC-FD) est largement utilisée. Dans cette technique le réactif de fonctionnalisation
généralement utilisé est I'OPA avec la N-acetyl-L-cystéine (NAC). lls réagissent avec les amines
primaires. En théorie, il devrait étre possible de séparer les énantioméres d’acides aminés en
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utilisant une phase stationnaire chirale. Cependant, la séparation de mélanges d’acides
aminés météoritiques par chromatographie liquide avec une colonne chirale n’a pas encore
été réalisée de maniére satisfaisante (Burton et al., 2012b). La technique a 'OPA/NAC permet
une séparation énantiomérique plus performante grace a la formation de diastéréoisomeéres
(la NAC est chirale), et la détection se fait par fluorescence. Cette technique a par exemple
permis I'analyse d’acides aminés dans des météorites (CM2), des micrométéorites prélevées
en Antarctique (Brinton et al., 1998; Glavin et al., 2004, 2006), des sols lunaires (Brinton and
Bada, 1996), ainsi que dans la météorite martienne ALH84001 (Bada et al., 1998), et dans des
chondrites carbonées (Cl, CR et CM) (Glavin et al., 2010).

Cependant, nous nous intéresserons plus particulierement a la chromatographie en

phase gazeuse.

c) Réactifs utilisés en CPG

Dans cette technique (tous domaines confondus), la volatilité et la stabilité thermique
des molécules présentes dans un échantillon est cruciale. Si un composé ne possede pas les
caractéristiques adéquates, I'analyse peut se révéler improductive.

Les composés organiques polaires qui contiennent des atomes d’hydrogene labiles
(par exemple au sein de groupes hydroxyle, amino et thiol) possedent typiquement une faible
volatilité due a leur tendance a s’associer entre eux ou a s’associer avec des liquides polaires
ou des matrices solides, a travers la formation de liaisons hydrogenes (Knapp, 1979).

Dans le cadre de la CPG, la fonctionnalisation a pour objectifs principaux :

- de modifier les composés dans le but de les rendre suffisamment volatils pour
gu’ils puissent étre séparés sur une colonne chromatographique (Botta and Bada, 2002),

- d’améliorer la résolution et de réduire le « tailing » des composés polaires,

-d’améliorer I'efficacité de I'analyse et de favoriser la détection et la stabilité
des composés.

Le choix d’un réactif de fonctionnalisation est fonction du groupe fonctionnel visé, la
présence d’autres groupes fonctionnels dans la molécule, et I'objectif de la fonctionnalisation.

De plus, certains criteres influencent le choix d’un réactif de fonctionnalisation :

- le rendement de la fonctionnalisation doit étre le plus élevé possible ;
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- le réactif ne doit pas causer de réarrangements ou d’altérations structurelles
pendant la formation du dérivatif ;

- le réactif ne doit contribuer a la perte d’échantillon pendant la réaction,

- le dérivatif doit étre stable.

Trois types de réactions sont utilisées en tant que fonctionnalisation en CPG (dans tous
les cas, ce sont les hydrogénes actifs, ou acides, des molécules organiques qui sont remplacés
par le groupement souhaité) :

- I’alkylation, qui consiste en le transfert d’'un groupement alkyle (e.g. méthyle,
éthyle, propyle, etc.) du réactif de fonctionnalisation vers la molécule cible.

- I'acylation, qui consiste en l'addition d’un groupement acyle RCO- (par
exemple, I'acétylation, également appellée éthanoylation). L’acylation d’'une amine donnera
un amide, et celle d’un alcool donnera un ester.

- la silylation, qui consiste en I'addition d’'un groupement alkylsilyle (par

exemple un groupement triméthylsilyle (TMS), -Si(CHs)s).

Nous allons ici plus particulierement nous intéresser aux méthodes de
fonctionnalisation habituellement utilisées dans le cadre de I'analyse des acides aminés
météoritiques et dans le cadre de la recherche de bioindices dans les milieux extraterrestres.
Pour cette derniere, nous allons nous pencher sur les réactifs utilisés lors de missions actuelles

ou futures, c’est-a-dire le DMF-DMA, TMAH et MTBSFTA.

TFAA/Isopropanol et autres agents d’acylation/estérification

Dans le cadre de l'analyse des acides aminés météoritiques par CPG-SM, la
fonctionnalisation consiste généralement en une estérification du groupement acide
carboxylique, plus une acylation de I'amine (N-acylation); ce qui permet d’augmenter la
volatilité des acides aminés. L’estérification se fait grace a un alcool, comme l'isopropanol. La
N-acylation se fait grace a un agent acylateur, comme I'anhydride trifluoroacétique
(« TriFluoroAcetic Anhydride », TFAA), qui permet d’ajouter un groupement trifuloroacetyl a
I'amine. Les produits obtenus dans ce cas sont donc des N-trifluoroacetyl-isopropyl esters. Le
TFAA peut étre remplacé par I'anhydride pentafluoropropionique (« PentaFluoroPropionic
Anhydride », PFPA), permettant la formation de N-pentafluoropropionyl isopropyl esters.
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Ces deux techniques combinées (TFAA / isopropanol et PFPA / isopropanol) ont été
utilisées pour I'analyse d’acides aminés dans les météorites Murray et Murchison (I'agent de
fonctionnalisation — l'isopropanol — est achiral, et la séparation des énantiomeres a été
obtenue sur des colonnes chirales) (Cronin and Pizzarello, 1997; Pizzarello and Cooper, 2001;
Pizzarello and Cronin, 2000). La fonctionnalisation au TFAA / isopropanol a été utilisée pour
I’'analyse d’acides aminés dans des chondrites CR de I’Antarctique (Martins et al., 2007). Botta
et al. (2007) ont réalisé une fonctionnalisation par acide pentafluoropropionique (PFP) /
isopropanol pour I'analyse d’acides aminés dans des météorites CM1 tombées en Antarctique.
D’autres types de fonctionnalisations peuvent étre utilisées, telle que la formation de N,N’-
diethoxycarbonyl ethyl esters d’acides aminés (dérivatifs ECEE). Cette technique de
fonctionnalisation a permis I'analyse d’acides aminés dans la météorite de Murchison
(Meierhenrich et al., 2004) ainsi que dans des analogues de glaces interstellaires irradiées

(Munoz Caro et al., 2002).

Exemple d’application : la séparation des énantiomeres

La séparation des énantiomeres peut se faire de deux manieres différentes :

- Grace a leur conversion en diastéréoisoméres. En effet, contrairement aux
énantiomeres, les diastéréoisoméres ne possédent pas les mémes propriétés physiques (e.g.,
point d’ébullition, point de fusion, solubilité). Ils peuvent donc étre séparés par des moyens
conventionnels, comme la cristallisation ou la chromatographie achirale. Par exemple, la S-
Brucine (un alcaloide, possédant un groupement amine) peut étre utilisée pour former deux
diastéréoisoméres a partir des deux énantioméres (R et S) d’un acide carboxylique. On aura
donc un diastéréoismere R, S et un diastéréoisomere S, S, qui peuvent alors étre séparés. Dans
le cadre de I'analyse des acides aminés chiraux météoritiques par CPG-SM, la
fonctionnalisation se fait par la formation de diastéréoisomeres, généralement grace a une
estérification du groupement carboxyle avec un alcool chiral, plus une N-acylation (par le TFAA
par exemple). La fonctionnalisation pré-colonne par I'emploi de TFAA et (+)-2-pentanol a ainsi
été utilisée pour I'analyse d’acides aminés dans la météorite Murchison (Cronin et al., 1981).
Kvenvolden et al. (1971) ont utilisé le D-2-pentanol / TFAA (permettant la formation d’esters

de N-trifluoroacetyl-D-2-butyle), pour I'analyse d’acides aminés dans cette méme météorite.
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- Par chromatographie chirale. Dans cette technique, la phase stationnaire de
la colonne chromatographique est chirale. Un des deux énantiomeéres aura donc plus
d’affinités avec la phase stationnaire que l'autre, son temps de rétention en sera alors
augmenté, permettant la séparation des énantiomeéres. L'emploi d’un réactif de
fonctionnalisation chiral n’est alors pas forcément nécessaire. Par exemple, 'emploi de
colonnes chromatographiques chirales (telles que la Chirasil-L-Val, Chirasil-D-Val, ou Chirasil-
Dex CB) ont permis la séparation d’énantioméres des météorites Murchison et Murray (la
fonctionnalisation est faite par TFAA / isopropanol) (Cronin and Pizzarello, 1997; Pizzarello and
Cooper, 2001; Pizzarello and Cronin, 2000) ainsi que de chondrites CR de I’Antarctique
(Martins et al., 2007).

N,N-diméthylformamide diméthyl-acétal (DMF-DMA)

Le DMF-DMA est un agent de fonctionnalisation achiral, qui permet de conserver les
centres chiraux (C*) des molécules. Les dérivés sont ensuite séparés sur une colonne
chromatographique chirale. Lors de la réaction avec un acide aminé, le H labile du groupement
acide carboxylique est remplacé par un groupement méthyle, et I'amine est remplacée par
une aldimine secondaire (R’-NH; devient R’-N=CHN(CHs)2, R’ représentant le groupement —

CHR(COOCH;3)). L’acide aminé réagit donc avec le DMF-DMA pour former un amidine ester

(Figure 1-29).
HC—O R
H-0 THz HC—O / ‘
140°C-3min C—N CH; Hy
C—H + 2 >— ‘ \\ / N C\n/\o
-3CH,OH 0 N
4 FL He—d CH3 H \ ‘
CH, O
Acide aminé DMF-DMA Amidine ester DMF

Figure 1-29 : schéma de la fonctionnalisation d’un acide aminé au DMF-DMA.

Le DMF-DMA présente les avantages de la production de dérivatifs de faible poids
moléculaire et d’une grande résistance aux conditions spatiales. La réaction de

fonctionnalisation est simple, rapide, et facilement automatisable. Ce réactif permet la
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séparation énantiomérique tout en permettant I'analyse par CPG-SM grace a la réduction de
la volatilité des acides aminés fonctionnalisés. Freissinet et al. (2010) ont montré que le
chauffage a 140°C pendant 3 minutes représentait des conditions optimales pour la
fonctionnalisation des acides aminés. Ces conditions ont permis d’identifier 19 des 20 acides
aminés du vivant et de séparer les énantioméres de 10 de ces acides aminés (sans compter la
glycine qui est achirale), tout en minimisant la racémisation. Cependant, le DMF-DMA peut
réagir avec des molécules d’eau présentes dans I’échantillon.

La fonctionnalisation au DMF-DMA est embarquée dans l'instrument COSAC de la
mission Rosetta de I'ESA sur la cométe 67P/Churyumov-Gerasimenko (Goesmann et al., 2005).

Elle est également prévue pour I'instrument MOMA (mission ExoMars 2018).

Tetramethylammonium (TMAH)

Le TMAH est utilisé dans le cadre de la thermochemolyse (pyrolyse en présence d’un
réactif de fonctionnalisation, cf. paragraphe 1.4.1.2.c) et permet de réaliser une méthylation
des groupements possédant des liaisons polaires, permettant I’'analyse par CPG de composés
polaires (Figure I-30). Les cibles de cette technique sont les composants moléculaires polaires
contenus dans des molécules plus complexes. Elle est utilisée par I'instrument SAM sur MSL

et sera également embarquée sur I'expérience MOMA.

— _ OH
CHy
Hydrolyzable .
Y Y + H3C—N+ CH, 200 - 600°C > Volatile
molecules _
1 min - 15 sec. molecules
CHy
TMAH

Figure I-30 : schéma de la réaction de thermochemolyse

N-méthyl-N-tert-butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide
(MTBSTFA)
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La silylation est la méthode de fonctionnalisation la plus utilisée. Presque tous les
groupes fonctionnels polaires (hydroxyle, acide carboxylique, amine, thiol, phosphate)
peuvent étre fonctionnalisés par les réactifs de silylation. Dans le cas de la silylation, le
remplacement d’un hydrogene actif par un groupement silyl réduit la polarité du composé et
donc lI'intensité des liaisons hydrogenes. Le dérivatif silylé est donc moins polaire, plus volatil,
et plus stable thermiquement. En général, I'avantage des réactions de silylation par rapport a
d’autres méthodes de fonctionnalisations est qu’elles s’effectue en une seule étape qui ne

requiert pas la séparation des dérivatifs avant I’'analyse par CPG (Knapp, 1979).

Plusieurs groupements silyle sont utilisés, dont le groupement triméthylsilyle (TMS),
Si(CHs), qui est le plus populaire et versatile; ou le groupement tert-butyldiméthylsilyle
(tBDMS). Le réactif utilisé pour I'ajout des groupements tBDMS est le N-méthyl-N-tert-
butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide (MTBSTFA). Le MTBSTFA est moins sensible a I’'hydrolyse
que d’autres réactifs utilisés pour la silylation.

Les rendements typiques obtenus avec ce réactif sont supérieurs a 96% (Mawhinney
and Madson, 1982). Le MTBSTFA est utilisé notamment par SAM (premiére
fonctionnsalisation dans un environnement extraterrestre) et sera utilisé par MOMA (Figures
I-31, 1-32). Il a également permis de mettre en évidence des acides aminés et acides

carboxyliques dans un échantillon de sol d’Atacama (Buch et al., 2009).

)

F

Acide aminé MTBSTFA

H 0 CH 0  Hac N CHj (o}
| | L\
H/N H\O/H +2 \’J/:\ CH HsC \‘E‘/“H\(\O/SI\ cHy +2 ){\ P
-y CHz HsC - R

Figure I-31 : Schéma de la fonctionnalisation d’un acide aminé au MTBSTFA
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Figure I-32 : Schéma de la fonctionnalisation d’un acide carboxylique au MTBSTFA

1.4.3.3) Conclusion

Les techniques de fonctionnalisation utilisées dans le cadre de la recherche de
molécules organiques dans les matrices extraterrestres ont connu une évolution au cours du
temps. Dans I'espace, différents agents de fonctionnalisation sont utilisés en fonction du type
d’analyse ou de molécules ciblées. Le MTBSTFA, le plus versatile, permet une
fonctionnalisation d’un grand nombre de composés organiques réfractaires (dont les acides

aminés) afin de pouvoir les analyser par CPG-SM.

1.4.4) Conclusion

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
technique alliant simplicité et sensibilité, ce qui lui vaut d’étre utilisée dans de nombreuses
missions spatiales (par exemple Rosetta), dont les missions martiennes récentes et futures
(MSL et ExoMars). Cependant, les bioindices recherchés lors de ces expériences sont des
molécules réfractaires. Une étape de fonctionnalisation chimique est donc nécessaire en
amont de la séparation chromatographique, afin de rendre les molécules cibles plus volatiles.
Dans ce cadre, nous allons nous intéresser au MTBSTFA, qui est utilisé par les instruments
SAM de la mission MSL et sera utilisé par I'instrument MOMA de la mission ExoMars 2018.

La chromatographie est également utilisée en laboratoire afin de rechercher les
mémes bioindices au sein des météorites. Une étape d’hydrolyse acide est alors réalisée sur
un extrait a I'’eau d’échantillons de météorites. L’objectif est de libérer et/ou générer des
acides aminés. La technique de référence a longtemps été celle de I'hydrolyse en phase

liguide, c’est donc a celle-ci que nous allons nous intéresser.
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Cependant, ces étapes ne sont pas sans biais : le rendement de fonctionnalisation peut
étre altéré par la minéralogie de la matrice (ainsi que par des sels lors du protocole d’hydrolyse
acide), et I’hydrolyse acide peut entrainer des pertes en acides aminés libres.

La partie qui va suivre contient premierement une bibliographie concernant I'impact
de I'hydrolyse sur la récupération des acides aminés. Deuxiemement, plusieurs types de
minéralogies martiennes — parmi celles qui ont été identifiées sur Mars (cf. paragraphe
1.3.6.3) O seront choisies, afin de tester leur influence sur le rendement de la

fonctionnalisation d’acides aminés.

1.5) Problémes liés aux protocoles d’extraction et de

fonctionnalisation

1.5.1) Impact de I’hydrolyse acide en phase liquide sur la récupération

des acides aminés

1.5.1.1) Introduction

L'utilisation de I'"hydrolyse acide sur des extraits agueux de météorites a été inspirée
par celle réalisée lors de I'analyse des acides aminés protéiques. Ainsi, les désavantages de
cette technique, notamment les pertes d’acides aminés durant I’hydrolyse acide en phase

liquide, sont déja documentés.

Lors de I'hydrolyse des protéines, afin d’en analyser les acides aminés constitutifs, il
existe un compromis entre la dégradation des acides aminés fragiles et I'obtention des acides
aminés difficilement libérés. Cette difficulté peut étre due a la résistance au clivage de
certaines liaisons peptidiques, en fonction de I'agent hydrolytique utilisé, et du manque
d’accessibilité a la liaison peptidique. Cette derniére peut étre due a (i) 'encombrement
stérique causé par les chaines latérales volumineuses des acides aminés aliphatiques (comme
c’est le cas pour la valine, la leucine, I'alanine, I'isoleucine et le tryptophane; (Light and Smith,

1963; Roach and Gehrke, 1970) et (ii) a la structure macromoléculaire de la protéine (structure
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secondaire et tertiaire, qui limite le dépliement de la protéine, i.e. certaines régions de la
protéine peuvent étre hydrolysées plus rapidement que d’autres) (Light and Smith, 1963;
Roach and Gehrke, 1970). Par exemple, la récupération des acides aminés dans des chaines
peptidiques hydrophobes est faible, et certaines liaisons peptidiques sont résistantes a
I"hydrolyse au HCl (e.g. Val-Val, Val-lle et lle-Val ; Tsugita et al., 1987).

Des temps d’hydrolyse plus longs permettront donc d’obtenir la quantité totale des
acides aminés difficilement libérés, mais entraineront une dégradation des acides aminés
labiles. Inversement, un temps d’hydrolyse court limitera la dégradation des acides aminés
labiles, mais la totalité des acides aminés difficilement relachés ne sera pas obtenue. Ceci est
illustré par la figure 1-33, sur laquelle on voit une dégradation de la sérine avec I'augmentation
du temps d’hydrolyse. Quelques études se sont donc intéressées au recouvrement (c’est-a-
dire l'inverse du degré de destruction) des acides aminés fragiles lors de I’hydrolyse d’une

protéine.

10 ;
R* = 0.98
8 4.
®
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Figure 1-33 : Effet du temps d’hydrolyse (axe des abscisses, en heures) sur I'obtention de la thréonine
(axe des ordonnées, en moles de thréonine par mole de protéine) au cours de I’analyse des acides
aminés du lysozyme de blanc d’ceuf (chaque point représente la valeur moyenne de deux réplicats)

(source: Darragh et al., 1996)

1.5.1.2) La dégradation des acides aminés au cours de I'"hydrolyse acide
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a) Le tryptophane et la cystéine

Le tryptophane est connu pour étre nettement labile au cours de I’hydrolyse (Snell,
1957, dans Keil and Kirchman, 1991; Moore and Stein, 1963). Sa destruction est conséquente
(Light and Smith, 1963), au point d’étre presque compléte (Roach and Gehrke, 1970) voire
compléte (Keil and Kirchman, 1991; Rees, 1946; Tsugita et al., 1987) (des méthodes spéciales
sont nécessaires pour la détermination de cet acide aminé, cf. Ozols, 1990).Une perte
considérable de cystéine peut également se produire (Roach and Gehrke, 1970), bien qu’a un
degré moindre (Light and Smith, 1963). Elle ne peut pas non plus étre déterminée directement
a partir des échantillons hydrolysés (Fountoulakis and Lahm, 1998).

La quantification du tryptophane peut étre réalisée grace a I’'hydrolyse en présence de
différents agents protecteurs du tryptophane, tels que I'acide thioglycolique (Yano et. al,
1990, dans Andersen, 1994), le dodecanethiol (West et Crabb, 1992, dans Andersen, 1994), le
mercaptoethanol (Ng et al., 1987, dans Fountoulakis and Lahm, 1998), le phénol (Muramoto
et al., 1990, dans Fountoulakis and Lahm, 1998), et la tryptamine (3-[2-aminoethyl]indole)
(Molnar-Perl et al., 1993, dans Fountoulakis and Lahm, 1998). Une hydrolyse a l'acide
mercaptoethanesulfonique (Penke et al., 1974, dans Ozols, 1990) ou methanesulfonique
(Simpson et al., 1975, dans Ozols, 1990) ou une hydrolyse alkaline (Hugli et Moore, 1972, dans
Ozols, 1990) peuvent également étre réalisées.

La cystéine ne peut pas étre analysée directement aprés hydrolyse acide, et doit donc
étre, avant I'hydrolyse, oxydée a I'acide performique (Hirs, 1990, dans Ozols, 1990) ; ou bien
réduite (a I'aide d’un thiol, comme le dithiothreitol ou le 2-mercaptoethanol) puis S-
carboxyméthylée (S-carboxyméthylation a I'aide d’acide iodiacétique) (Hirs, 1990, dans Ozols,
1990), ou S-pyridyléthylée (S-pyridylethylation a I'aide de 4-vinylpyridine) (Raferty et Cole,
1966, dans Ozols, 1990). L’acide iodoacétique et la 4-vinylpyridine sont référées en tant
gu’agents d’alkylation de la cystéine. Un protocole pour la S-carboxymethylation / S-
pyridylethylation est donné dans Ozols (1990).

L’oxydation a I'acide performique entraine la conversion de la cystéine et de la cystine
en acide cystéique. L’acide cystéique est un dérivatif stable lors de I'hydrolyse acide selon
Ozols (1990). Cependant, il a été montré que I'acide cystéique est également dégradé lors de
I’hydrolyse (Darragh et al., 1996). L'oxydation a I'acide performique entraine également la

destruction de la tyrosine et du tryptophane.
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Cependant, ces méthodes de fonctionnalisation / conversion pré-hydrolyse présentent
un intérét seulement dans le cas ou les acides aminés sont déja présents a I’état libre avant
I’hydrolyse. Or, une grande partie des acides aminés dans les météorites sont formés au cours
de I'hydrolyse de I'extrait aqueux. L'intérét de protéger des acides aminés pour lesquels la
plus grande quantité n’est pas encore formée est donc limité. De plus, la cystéine n’a jamais
été détectée dans des météorites.

Alternativement, la cystéine peut étre quantifiée grace a I’hydrolyse en présence de
réactifs particulier. Par exemple, I'ajout de sodium azide (0.2%) dans le HClI 6M (Manneberg
et al., 1995, dans Fountoulakis and Lahm, 1998). Cependant, ceci entraine une oxydation
partielle de la méthionine en méthionine sulfone (pour la méthionine, I'analyse doit donc étre
réalisée avec et sans ajout d’azide). Le recouvrement des autres acides aminés n’est pas
affecté (Fountoulakis and Lahm, 1998). Dans le but de quantifier la cystéine, I’hydrolyse peut
également étre réalisée en présence d’acide 3,3’-dithiodipropionique (Barkholt and Jensen,
1989), d’acide dithiodiglycolique (Hoogerheide et Campbell, 1992, dans Fountoulakis and
Lahm, 1998) ou d’acide thioglycolique (Sottrup-Jensen, 1993, dans Fountoulakis and Lahm,
1998).

Il existe également, pour quantifier la cystéine, des méthodes d’hydrolyse avec
d’autres acides, comme I'acide méthanesulfonique ou I'acide mercaptoéthanesulfonique
(Fountoulakis and Lahm, 1998).

Cependant, si I'hydrolyse a été réalisée en présence de mercaptoéthanol ou d’acide
thioglycolique (ou encore avec de I'acide mercaptoéthanesulfonique), une étape d’oxydation
de la cystéine doit étre rajoutée avant la détection des acides aminés par échange d’ions, pour
éviter la surestimation de la proline par co-élution (Fountoulakis and Lahm, 1998). L’étape
d’oxydation de la cystéine en cystine (4h d’exposition a I'air apres I'hydrolyse) permet
également d’obtenir une valeur plus précise de la teneur totale en cystéine plus cystine de la

protéine (Moore and Stein, 1963).

b) Les autres acides aminés

La dégradation des autres acides aminés se produit généralement a un degré moindre
(Roach and Gehrke, 1970). Certains auteurs notent par exemple la dégradation d’acides
aminés labiles pendant la procédure, tels que la cystine, la tyrosine, la sérine et la thréonine
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(Hirs et al., 1954; Moore and Stein, 1963). Dans certaines expériences, |'acide aspartique,
I'acide glutamique, la proline et I'arginine peuvent aussi étre décomposées a un degré
moindre (Hirs et al., 1954), bien que Hirs et al. (1954) n’aient pas observé de pertes d’acide
glutamique et d’acide aspartique lors de leur étude sur un mélange synthétique d’acides
aminés. D’autres auteurs, comme Roach and Gehrke (1970) avancent également que la
proline puisse étre dégradée.

La cystine peut étre significativement oxydée (Tsugita et al., 1987). Elle est sensible a
la fois a I'oxydation et a la réduction au cours de I’hydrolyse (Barkholt et Jensen, 1989).

La tyrosine a été observée comme étant entierement détruite (Light and Smith, 1963,
dans Roach et Gehrke, 1970) ou bien non affectée (Lugg, 1938, dans Roach and Gehrke, 1970).
Cette destruction peut étre réduite grace a I'emploi d’une atmosphére de N, (Roach and
Gehrke, 1970), et afin de maximiser la récupération de la tyrosine, il est nécessaire d’éliminer
les traces d’air dissous dans le HCl avant de sceller le tube. Pour ce faire, une étape
supplémentaire est réalisée par Moore et Stein (1963) : le tube contenant la protéine et le HCI
est placé a basse température (bain de glace de dioxyde de carbone). Apres solidification de
I’échantillon, I'air est évacué du tube grace a une pompe. Lorsque la pression est a 60 microns,
le tube est retiré du bain de glace, afin que I’échantillon puisse retourner a I'état liquide
(toujours sous l'action de la pompe). Des bulles se forment alors. Replacer le tube
momentanément dans le bain de glace permet aux bulles d’éclater et au liquide de retourner
au fond du tube. La tyrosine pourrait étre halogénée en 3-chlorotyrosine par chlorination
oxidative, pouvant étre inhibée par I’ajout de phénol (Sanger et Thompson, 1963, dans Tsugita
et al., 1987) a 0.1% w/v (Ozols, 1990). Cette chlorination serait due a la présence de chlore
libre dans le HCI (Munier, 1958; dans Roach and Gehrke, 1970).

La récupération de la méthionine dépend de la pression partielle d’oxygéne dans le
tube d’hydrolyse (Tsugita et al., 1987). En effet, la méthionine peut étre oxydée,
particulierement si le dégazage de I’échantillon est incomplet (Finley, 1985, dans Darragh et
al., 1996). L’ajout de 2-mercaptoethanol au HCl avant I’hydrolyse permet d’éviter ceci (Ozols,
1990). De plus, la méthionine peut étre convertie en homocystine, homocystéine et glycine
(Osono et al., 1955, dans Roach and Gehrke, 1970). La méthionine est analysable en réalisant
sa conversion en méthionine sulfone ou méthionine sulfoxide selon les auteurs (Fountoulakis
and Lahm, 1998; Ozols, 1990; respectivement), grace a une étape pré-hydrolyse d’oxydation

a I'acide performique (qui entraine également la conversion de la cystéine et de la cystine en
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acide cystéique, comme expliqué ci-dessus). La méthionine sulfoxide est un dérivatif stable
lors de I’"hydrolyse acide (Ozols, 1990). La méthionine sulfone a un taux de perte beaucoup
plus faible que la méthionine (Darragh et al., 1996). Cependant, tout comme dans le cas de la
cystéine, cette méthode présente un intérét seulement dans le cas ou la méthionine est déja
présente a I'état libre avant I’'hydrolyse. De plus, la méthionine n’a jamais été détectée dans
des météorites.

La lysine (bien qu’étant considérée comme le plus stable des acides diaminés) peut
étre dégradée et donner les produits suivants : acide aspartique, glycine, acide glutamique et
acide alpha-aminoadipique (Ishii, 1954, dans Roach and Gehrke, 1970).

L’asparagine et la glutamine sont désaminées en acide aspartique et acide glutamique,
avec production d’ammonium (Snell, 1957, dans Keil and Kirchman, 1991). De l'acide
aspartique et de l'acide glutamique ont été trouvé dans les météorites (cf. Burton et al.,
2012b). On pourrait donc se poser la question d’une présence potentielle d’asparagine et de
glutamine, soit avant hydrolyse, soit par formation a partir de précurseurs au cours de
I’hydrolyse. Il existe une méthode pour déterminer les quantités de glutamine et d’asparagine
d’une protéine. Elle consiste a traiter la protéine au bis(1,1-trifluoroacétoxy)iodobenzene (BTI)
avant [|'hydrolyse. L’asparagine et la glutamine sont alors converties en acide
diaminopropionique et acide diaminobutyrique (respectivement) (Soby et Johnson, 1981,
dans Ozols, 1990). Cette méthode pourrait étre appliquée aux extraits agueux de météorites.
Cependant, elle présente un intérét seulement si I'asparagine et la glutamine sont présentes
dans I'extrait aqueux. En effet, si I'acide aspartique et I'acide glutamique — observés dans
I’extrait agueux hydrolysé — sont formés a partir d’asparagine et de glutamine, eux-mémes
formés au cours de I’hydrolyse a partir de précurseurs, ou bien formés directement a partir
de précurseurs autres que |'asparagine et la glutamine, cela implique que I'asparagine et la
glutamine ne sont pas présentes dans I'extrait aqueux, et cette méthode ne présente pas un
grand intérét. L’asparagine et la glutamine n’ont jamais été détectées dans les météorites.

La sérine et la thréonine sont bien connues pour étre avoir de faibles taux de
récupération (e.g., Hirs et al., 1954; Rees, 1946; Roach and Gehrke, 1970; Tsugita et al., 1987),
a cause de leur dégradation par déshydratation (Tsugita et al., 1987). Les pertes de sérine et
de thréonine sont généralement aux alentours de 10 et 5%, respectivement (Moore and Stein,
1963; Ozols, 1990). Leur taux de décomposition peut varier avec la pureté du HCl utilisé (Rees,

1946, Hirs et al., 1954 ; dans Roach and Gehrke, 1970). Leur degré de destruction est
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également fonction de la composition de la protéine, de la température, du temps, et de la
concentration en protéine (Light and Smith, 1963). La nature de la matiére organique
présente dans I'extrait aqueux de météorite pourrait donc potentiellement avoir un effet sur

le degré de destruction de la sérine et de la thréonine au cours de I’hydrolyse acide.

c) Problemes généraux

Lors de I'hydrolyse acide au HCl liquide, en tubes fermés, si les tubes ne sont pas assez
évacués, |'oxydation peut conduire a la formation d’acide cystéique, de méthionine sulfoxide
et de chlorotyrosine (Moore and Stein, 1963). Cependant, la méthionine sulfoxide peut étre
reconvertie en méthionine pendant I’hydrolyse (Ray et Koshland, 1960, dans Moore and Stein,
1963). La présence de l'ion sulfate SO4% (a une concentration supérieure ou égale a 0.1 M)
peut conduire a la formation de sulfosérine (Moore and Stein, 1963).

Lorsque I’hydrolysat est évaporé dans un dessicateur a vide sur NaOH, l'acide
glutamique et la sérine peuvent, sous conditions anhydres, par estérification, former la O-(y-
L-glutamyl)-L-sérine (lkawa et Snell, 1961, dans Light and Smith, 1963). Une récupération
totale de I'acide glutamique et de la sérine requiérent donc une évaporation rapide (e.g. avec
un évaporateur rotatif) (Craig et al., 1950, dans Light and Smith, 1963). Tsugita et al. (1987)
ont réalisé une évaporation rotative et n’ont pas observé d’estérification entre la sérine et
I'acide glutamique. Moore et Stein (1963) font également remarquer que lors de I’évaporation
du HCl au dessicateur pendant la nuit, la sérine et la théronine peuvent subir une dégradation
encore plus importante, et de nouveaux pics apparaissent pres du tryptophane, de la sérine,
cystine et méthionine; et que I'évaporation rapide du HCl aprés hydrolyse (e.g. par
évaporation rotative) permet d’éviter ceci.

La présence de carbohydrates en solution peut entrainer la destruction de certains
acides aminés : I'arginine (Tristan, 1939, dans Roach&Gehrke70), |la méthionine (Bailey, 1937,
dans Roach et Gehrke, 1970) et la cystine (Lugg, 1933, dans Roach et Gehrke, 1970). La
condensation entre le tryptophane et les carbohydrates peut entrainer la formation d’'une
guantité considérable d’humine de couleur noire a marron. La formation d’humine peut étre
réduite par I’hydrolyse de la protéine avec 200 fois son poids en HCl exempt de métaux lourds

(Stein et Moore, 1948, dans Light et Smith, 1963). L'utilisation d’un acide redistillé est
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recommandée. L’hydrolyse dans un tube évacué et scellé permet également de réduire la
formation d’humine (Smith et Stockell, 1954, dans Light et Smith, 1963).

Le taux de décomposition des acides aminés au cours de I’hydrolyse acide dépend de
la concentration de l'acide, de sa pureté, de la durée et température de I'hydrolyse, et de la
présence de carbohydrates, d’aldéhydes, de métaux (Roach et Gehrke, 1970). La présence de
sels lors de I’hydrolyse d’une protéine peut entrainer des rendements variables pour plusieurs
résidus (Fountoulakis et Lahm, 1998). Une différence de quelques degrés peut entrainer des
variations significatives dans le taux de décomposition des acides aminés, particulierement la
sérine et la thréonine (Hirs et al., 1954). Les hydrolyses d’extraits aqueux réalisées a 100°C ou
110°C pourraient donc aboutir a des résultats différents pour ces deux acides aminés. La
présence de sels de phosphate ou de métaux divalents au cours de I’"hydrolyse peut donner
des rendements faibles et variables pour la plupart des acides aminés. Les tampons volatils,
comme l'acétate d’ammonium, n’ont pas d’effets négatifs sur I’hydrolyse (Ozols, 1990). Sous
les conditions extrémes de I’hydrolyse, des especes présentes dans I’échantillon ou dans le
HCl peuvent réagir ou catalyser des réactions et ainsi affecter la quantification de certains
acides aminés, en particulier la tyrosine, la méthionine et I'histidine (Fountoulakis et Lahm,
1998). Selon Fountoulakis et Lahm (1998), les échantillons devraient étre exempts de sels
d’ammonium ou d’urée, car ces substances génerent de grandes quantités d’ammoniac NH3
au cours de I’hydrolyse, qui peuvent affecter I'analyse chromatographique.

Durant I'hydrolyse de I'extrait aqueux de météorites, la nature de la matrice
météoritique, et par conséquent la présence de diverses espéces chimiques dans I'extrait,

pourrait donc avoir une influence sur les taux de dégradation des acides aminés labiles.

d) La correction des pertes

Il existe deux manieres d’estimer les taux de dégradation des acides aminés : par étude
de I'hydrolyse d’un mélange synthétique d’acides aminés (premiere méthode), et par étude
de I’hydrolyse d’une protéine avec mesure de la quantité d’acides aminés a plusieurs temps
au cours de I’hydrolyse (deuxieme méthode).

Grace a la premiere méthode, une correction peut étre appliquée a la quantité en
acides aminés trouvés. En effet, la connaissance des taux de dégradation des acides aminés
labiles permet d’apporter une correction approximative aux quantités obtenues pour ces
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derniers. Ceci permet d’estimer la composition d’une protéine a partir d’'une seule analyse
(Light and Smith, 1963; Moore and Stein, 1963).

Cependant, lors de I'hydrolyse d’une protéine, pour obtenir une estimation plus
précise, il nécessaire de réaliser plusieurs hydrolyses de durées différentes (e.g., 20h et 70h,
cf. Moore et Stein, 1963 ; ou bien 24h, 48h et 92h, cf. Ozols, 1990). Grace a cette méthode, on
peut estimer les quantités initiales des acides aminés labiles. En effet, les valeurs obtenues
aux différents temps d’hydrolyse sont extrapolées au temps initial, en supposant une
cinétique de premier ordre (Moore et Stein, 1963). De plus, I'intérét de réaliser plusieurs
durées d’hydrolyse est de réaliser un compromis entre la minimisation des pertes en acides
aminés (durée de 24h) et le clivage complet de toutes les liaisons aliphatiques (durée de 92h)
(Ozols, 1990). Par cette méthode, Darragh et al. (1996) ont notamment déterminé les taux de
dégradation des acides aminés au cours de I’hydrolyse du lysozyme de blanc d’ceuf et ont mis
en évidence une perte pour la plupart des acides aminés aprés un certain temps.

Ces méthodes de correction pourraient également étre appliquées a I'analyse des

acides aminés contenus dans les météorites.

Ainsi, I'hydrolyse acide au HCl 6M en phase liquide entraine bien des pertes, variables
selon différents facteurs relatifs aux conditions de I’hydrolyse. On peut cependant corriger les
guantités en acides aminés obtenus a partir des protéines, grace aux taux de dégradation

calculés.

1.5.1.3) Données quantitatives obtenues par le travail sur des standards

Certaines études se sont intéressées aux pertes quantitatives entrainées par la
procédure d’hydrolyse sur des mixtures synthétiques d’acides aminés.

Par exemple, Rees (1946) (hydrolyse en phase liquide, HCI 6,5M, 110°C, 24h) (I'auteur
ne précise pas la température de I’hydrolyse mais indique que son protocole est le protocole
standard pour les protéines, on peut donc supposer 110°C) a hydrolysé séparément la sérine
et la thréonine. Il a montré un recouvrement de la sérine et de la thréonine de 89,5% et 94,7%,
respectivement.

Corfield et Robson (1953) (phase liquide, HCI 5.5N, 24h ; température non précisée),
en hydrolysant les sept acides aminés constituants de la salmine (isoleucine, alanine, valine,
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glycine, sérine, proline, arginine), ont montré des pertes supérieures a 2% uniquement pour
la sérine (8,9% et 91+1% selon la technique, libération d’ammoniac et méthode du cuivre
radioactif, respectivement). L’arginine a subi 0.31% de pertes, et les pourcentages de pertes
ne sont pas donnés pour les autres acides aminés.

Roach et Gehrke, 1970 (phase liquide, HCl 6M, 145°C, 2-9h ; sachant que les auteurs
considerent que I'hydrolyse d’une protéine a 145°C pendant 4h correspond a I’hydrolyse a
110°C pendant 24h), ont obtenu un recouvrement presque complet pour tous les acides
aminés, sauf la proline, la thréonine, la sérine, la méthionine, I’'hydroxyproline et I'arginine.
Les auteurs avancent que ces derniers sont les plus sensibles a la chaleur.

Moore et Stein (1963) (phase liquide, HCl 6M, 110°C, 20h) indiquent que I'"hydrolyse
de mixtures synthétiques d’acides aminés a montré une décomposition d’environ 10% en 20h
pour la sérine ; et d’environ 5% en 20h pour la thréonine, cystine et tyrosine.

Keil and Kirchman (1991) (phase liquide, HCI 6M, 110°C, 20h ; phase gazeuse, HCl 6M,
156°C, 23 min, i.e. la méthode de Tsugita et al., 1987), lors de I’hydrolyse des acides aminés
individuels en phase liquide et phase gazeuse ont obtenu des recouvrements proches de
100%, sauf pour l'asparagine, glutamine, tryptophane et histidine (qui est pourtant
habituellement stable lors de I'hydrolyse, et les auteurs n’en connaissent pas la raison ; cf. Keil
and Kirchman, 1991). Lors de leur analyse, I'alanine a co-élué avec la tyrosine, la glycine avec
la thréonine, et I'acide aspartique et I'acide glutamique ont été désaminés en asparagine et
glutamine, respectivement.

Hirs et al. (1954) (hydrolyse en phase liquide, HCI 6M, 110°C, 22h), ont réalisé
I’'hydrolyse d’'un mélange de sérine, thréonine, cystine et tyrosine. lls ont également
déterminé, par calcul, les taux de recouvrement a t = 0 pour la sérine (98,6%), thréonine
(98,7%), tyrosine (97,3%) et cystine (104%).

Concernant la sérine et la thréonine (acides aminés généralement reconnus comme
labiles lors de I'hydrolyse acide), par travail sur des standards, Rees (1946) a montré une
décomposition de la sérine et de la thréonine d’environ 10% et 5% (respectivement), tandis
qgue Hirs et al. (1954) ont montré des pertes d’environ 16% et 8% pour la sérine et la thréonine
(respectivement). De maniére plus détaillée, selon les études (toujours sur standards), le
recouvrement de la sérine peut varier de 83.7% (Hirs et al.,, 1954) a 118+21% (Keil and
Kirchman, 1991) (voir aussi Corfield and Robson, 1953; Hirs et al., 1954; Moore and Stein,
1963; Rees, 1946; dans Roach and Gehrke, 1970; Roach and Gehrke, 1970) ; alors que la
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récupération de la thréonine peut varier de 92,4% (Hirs et al., 1954) a environ 95% (Moore et
Stein, 1963) (voir aussi Rees, 1946; Roach and Gehrke, 1970), pour I’hydrolyse liquide au HCI
6M.

Globalement, selon les études, les pourcentages de recouvrement vont de 0% (pour le
tryptophane ou l'asparagine) a 118% (+21%) pour la sérine. De plus amples détails sont

disponibles dans le tableau I-4.

Durée de I'hydrolyse
Acides aminés 20-24h oh
1 2 3 4 5 6 Résumé 7
Alanine* >98 101,8 87+20° 87-101,8
Glycine** >98 99,7 112433 99,7->98
Valine*® >98 100,9 84+14 84-100,9
Leucine*® 98,8 9249 92-98,8
Isoleucine** >98 102,9 91+8 91-102,9
Proline*®° >98 94,6 94,6->98
Methionine® 90,6 88+9 88-90,6
Sérine*° 89,5 91,1 90,5 =90 118+21 83,7 83,7-118 98,6
Thréonine*® 94,7 93,2 =95 92,4 92,4-=95 98,7
Phénylalanine*° 97,7 87+11 87-97,7
Acide aspartique*° 98,9 88+9° 98,9
Acide glutamique** 100,7 124+28" 100,7
Lysine® 97,4 97,4
Arginine® 99,7 88,1 71+10 71-99,7
Histidine® 97,5 24+11 24-97,5
Tyrosine*° 100 =95 89,7 89,7-100 97,3
Cystine® 97,1 =95 96,2 ~95-97,1 104
Acide a-aminobutyrique* 94+14 94
Asparagine 00 0
Acide cystéique 113+21 113
Tryptophane 0 0
Hydroxyproline 94,7 94,7

Tableau I-4 : recouvrement (%) des acides aminés lors de de I’hydrolyse au HCl en phase liquide. @
Alanine plus tyrosine (co-élution) ; ® Glycine plus thréonine (co-élution) ; ¢ Acide aspartique plus
asparagine (désamination) ; ¢ Acide glutamique plus glutamine (désamination). 1. Rees, 1946. HCI
6,5N, 110°C, 24h. 2. Corfield et Robson, 1953. HCI 5,5N, ?°C, 24h. 3. Roach et Gehrke, 1970, Table VI.
HCI 6M, 145°C, 4h (approximativement équivalent a 110°C, 24h; selon les auteurs). 4. Moore et Stein,
1963. HCI 6M, 110°C, 20h. 5. Keil et Kirchman, 1991. HCI 6M, 110°C, 20h. 6. Hirs et al., 1954. HCI 6M,
110°C, 22h. 7. Hirs et al., 1954. HCI 6M, 110°C, Oh (calculé). Les intervalles d'erreurs sont indiqués

126



Chapitre | : Bibliographie

lorsqu'ils sont donnés dans les articles. * Acides aminés détectés dans des météorites. ° Acides

aminés étudiés au cours de cette these.

Pour information, Tsugita et al., (1987) ont mesuré la dégradation de la sérine et la
thréonine (sous forme d’un mélange standard) au cours de I’hydrolyse (phase gazeuse, HCL
7M, 158°C, 20-60 min). Il est intéressant de noter que Ozols (1990) considére une hydrolyse
sur protéine en phase vapeur d’'une heure a 150°C comme donnant des résultats comparables
a une hydrolyse a 110°C pendant 20h, et qu’en 90 min a 150°C, environ 50% de sérine et 40%
de thréonine sont perdus. L’hydrolyse en phase vapeur a 150°C pendant 3h serait donc plus
agressive envers les acides aminés labiles que I’'hydrolyse en phase liquide traditionnelle,
malgré la réduction des contaminants. Cependant, Glavin et al. (2010) ont montré que
I’ensemble de la procédure d’extraction et d’hydrolyse en phase vapeur (3h, 150°C) sur un

standard d’acides aminés n’entrainait pas de pertes.

1.5.1.4) Implications concernant les acides aminés météoritiques

Parmi les 22 acides aminés du tableau I-4, 13 ont été détectés dans les météorites :
I'alanine, la glycine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la proline, la sérine, la thréonine, la
phénylalanine, I'acide aspartique, I'acide glutamique, la tyrosine et I'acide a-aminobutyrique

(cf. Burton et al., 2012, tableau 2). lls sont indiqués par le symbole * dans le tableau I-4.

Shock et Schulte (1990) avaient prédit qu’une catégorie d’acides aminés
particulierement labiles pouvaient étre détruits pendant I'extraction et I’'hydrolyse acide des
météorites. Aprés avoir dopé un échantillon de Murchison (préalablement débarassé de sa
matiere organique soluble par extraction) avec un standard d’acides aminés, suivi d’une
extraction a I'eau (100°C, 8h) et hydrolyse acide (en phase liquide, HCl 6M, 24h a 100°C, sans
atmosphere inerte) puis d’une étape de dessalage (desalting) et analyse par analyseur d’acides
aminés, Bada et al. (1983) ont montré une perte compléte de la méthionine et une
décomposition importante de la tyrosine et la phénylalanine, attribués pour la méthionine a
une oxydation en son sulphone et sulphoxide, et pour la tyrosine a sa chlorination due a la

réalisation de I'extraction et de I'hydrolyse en présence d’air.
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Nous proposons au cours de cette thése de réaliser I’"hydrolyse acide au HCl, pendant
24h a 100°C, sous atmosphere inerte, d’'un mélange synthétique de 17 acides aminés :
I'alanine, la glycine, la valine, la leucine, I'isoleucine, la proline, la méthionine, la sérine, la
thréonine, la phénylalanine, I'acide aspartique, I'acide glutamique, la lysine, I'arginine,
I"histidine, la tyrosine et la cystine (notés par le symbole ° dans le tableau I-4).

Parmi les 13 acides aminés détectés dans les météorites et pour lesquels les taux de
recouvrement apres hydrolyse ont été mesurés, 12 seront donc étudiés au cours de cette
thése : la glycine, I'alanine, la sérine, la thréonine, I'acide aspartique, la valine, I'acide
glutamique, la leucine, l'isoleucine, la phénylalanine, la tyrosine et la proline.

Les 5 acides aminés restants du mélange standard utilisé (lI’arginine, la cystine,
I"histidine, la lysine, et la méthionine) n’ont pas été détectés dans les météorites, mais leurs
taux de recouvrement suite a I’hydrolyse acide ont été mesurés par le passé. Pour plus de
clarté, cf. figure 1-34.

Cependant, bien que les taux de recouvrement de tous ces acides aminés aient été
étudiés, ils n’ont jamais tous été hydrolysés ensemble au sein d’'une méme analyse. Il sera
donc intéressant de comparer nos résultats avec les résultats obtenus précédemment.

De plus, bien que I'ensemble des études présentées ci-dessus se situent dans les
conditions de I’hydrolyse acide « traditionnelle », aucune étude ne s’est placée strictement a
24h pendant 100°C, sous atmosphére inerte, en présence de HCl 6 M.

Finalement, aucune étude n’a mesuré la perte en acides aminés lors d’un contact
rapide, sans chauffage, avec une solution de HCl 6M. Tous ces résultats seront présentés dans

le chapitre Il de ce manuscrit.
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Ala Asp Glu
Gly lle Leu
Phe Pro Ser

Thr Tyr Val

Figure I-34 : diagramme de Venn représentant (1) les acides aminés détectés dans des météorites, (2)
les acides aminés pour lesquels des données sur la dégradation lors de I’'hydrolyse d’un mélange
synthétique / de I'acide aminé individuel existent, et (3) les acides aminés présents dans le mélange
synthétique utilisé dans cette étude. AAAB : acide a-aminobutyrique ; Asn : asparagine ; Trp :
tryptophane ; Hyp : hydroxyproline ; AC : acide cystéique ; Ala : alanine ; Asp : acide aspartique ; Glu :
acide glutamique ; Gly : glycine ; lle : isoleucine ; Leu : leucine ; Phe : phénylalanine ; Pro : proline ;
Ser : sérine ; Thr : thréonine ; Tyr : tyrosine ; Val : valine ; Arg : arginine ; Cys; : cystine ; His :

histidine ; Lys : lysine ; Met : méthionine.

L'observation d’une diminution de la quantité d’acides aminés apres hydrolyse
pourrait étre due a la dégradation subie par les acides aminés lors de I’"hydrolyse. Cependant,
la fonctionnalisation pré-colonne au MTBSTFA utilisée dans notre étude pour I'analyse des
acides aminés pourrait également souffrir d’une diminution de rendement. Ceci serait d( a la
présence de sels produits lors I'hydrolyse acide et interférant avec la réaction de
fonctionnalisation. Il est donc important de s’intéresser au rendement de cette
fonctionnalisation, non seulement dans le cadre de I'hydrolyse acide au laboratoire, mais
également dans le cadre de la recherche de molécules organiques dans les environnements

extraterrestres. En effet, le MTBSTFA est utilisé dans les missions d’exobiologie martienne. La
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nature de la matrice minérale pourrait donc avoir un effet sur le rendement de la réaction de
fonctionnalisation. Nous allons donc maintenant nous intéresser a l'influence de diverses

matrices minérales sur le rendement de la fonctionnalisation au MTBSTFA.

1.5.2) Impact de la minéralogie martienne sur la fonctionnalisation au

MTBSTFA, minéralogies choisies et analogues utilisés

1.5.2.1) Impact de la minéralogie sur la fonctionnalisation au MTBSTFA :

Un des désavantages de la fonctionnalisation pré-colonne est I'effet de la matrice sur
I'efficacité de la réaction. Lors de I'analyse d’échantillons extraterrestres, la nature de la
matrice minérale contenant les molécules organiques cibles peut avoir une influence sur
I’efficacité de la fonctionnalisation. Notamment, il est reconnu que le MTBSTFA est sensible a
I’humidité, et que la présence d’humidité engendre de faibles rendements de réaction et une

instabilité des analytes fonctionnalisés (Stenerson, 2007).

L’effet de la matrice minérale sur |’efficacité de la fonctionnalisation au MTBSTFA peut

étre de deux ordres :

(i) Effet direct sur le MTBSTFA :

- Le MTBSTFA peut réagir préférentiellement avec d’autres espéces que
les molécules organiques cibles. En effet, la fonctionnalisation au MTBSTFA est une réaction
de silylation, et le mécanisme de la silylation est généralement considéré comme analogue a
une substitution nucléophile de type 2 (Sn2) (Moldoveanu and David, 2002; cf. paragraphe
2.4.2.1.a au chapitre Il de la these). Ainsi, n‘importe quelle espéece donneuse d’électrons, c’est-
a-dire nucléophile (tel qu’un anion ou un atome portant un doublet d’électrons non-liants) ou
porteuse d’un hydrogéne labile (hydrogene lié a un des éléments suivants : O, N, S), peut
réagir avec le MTBSTFA et réduire le rendement de fonctionnalisation des especes cibles. Le
MTBSTFA peut donc réagir avec de I'eau (eau libre ; ou eau liée au sein de minéraux, telle que

I’eau inter-feuillets des phyllosilicates ou I'eau de cristallisation de certains minéraux), ou
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possiblement avec des groupements -OH présents dans les minéraux, ou encore des sels
(I'interférence chimique des sels, cf. Buch et al., 2006). Différents sels ont été détectés sur
Mars (sulfates, carbonates, chlorures, perchlorates).

- Le MTBSTFA peut étre oxydé lors de la réaction de fonctionnalisation
en présence d’agents oxydants, tels que des oxydes de fer ou des perchlorates contenus dans

le sol.

(ii) Effet sur les molécules organigques et leurs produits de fonctionnalisation:

- Il peut y avoir un effet destructif, au cours de la procédure d’extraction
/ fonctionnalisation au MTBSTFA en présence de N,N-diméthylformamide (DMF), sur les
molécules organiques présentes dans le sol et sur leurs produits de fonctionnalisation (les
molécules organiques fonctionnalisées) :

- Hydrolyse des molécules organiques et / ou des produits de la
fonctionnalisation, liée a la présence d’eau (libre ou liée).

- Oxydation des molécules organiques et / ou des produits de la
fonctionnalisation, liée a la présence d’agents oxydants (oxydes de fer ou perchlorates).
Navarro-Gonzalez et al. (2006) ont montré que I'oxydation de la matiere organique en CO,,
lors d’une procédure de thermodésorption, était causée par la présence d’oxydes de fer dans
des analogues martiens. La réaction de fonctionnalisation au MTBSTFA sur SAM se faisant a
300°C pendant 2 minutes (expérience encore non réalisée), on pourrait donc s’attendre a une
oxydation de la matiére organique.

- Il peut également y avoir une non-disponibilité des molécules
organiques pour la fonctionnalisation, par liaison entre le H acide et I'atome de silicium du sol.
Les molécules fonctionnalisées peuvent également étre absorbées des sels (l'interférence

physique des sels, cf. Buch et al., 2006).

Les effets dlis aux sels (interférence physique et interférence chimique) ont été testés
par Buch et al. (2006), pour le CaSOa. Les auteurs ont montré que la présence de CaSO4 n’avait

pas d’influence sur I'efficacité de la fonctionnalisation d’acides aminés et de bases nucléiques.

Les deux principaux facteurs problématiques de la minéralogie sont donc les suivants :
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(i) La_présence d’eau (libre, ou liée au sein de minéraux hydratés et relachée a

faibles températures), pouvant causer l'inhibition de la fonctionnalisation des molécules
organiques (par réaction préférentielle du MTBSTFA avec I'eau), et I’hydrolyse des molécules
organiques et des produits de la fonctionnalisation, au cours de la réaction de

fonctionnalisation,

(ii) La présence d’espeéces telles que :

- Des agents oxydants (e.g. oxydes, perchlorates) pouvant causer ou
catalyser une oxydation du MTBSTFA, des molécules organiques, et des produits de la
fonctionnalisation, au cours de la réaction de fonctionnalisation,

- Des sels, pouvant réagir avec le MTBSTFA, les molécules organiques et
les produits de la fonctionnalisation (interférence chimique des sels), ou bien absorber les
molécules organiques et / ou leurs produits de fonctionnalisation (interférence physique des
sels),

- Des minéraux liés aux molécules organiques par liaison H-Si, ou

réagissant avec le MTBSTFA du fait de la présence de groupements —OH.

1.5.2.2) Minéralogies choisies

Sachant celg, il est possible de sélectionner, parmi les analogues martiens connus, des
analogues possédant les minéralogies nous intéressant. Apres un travail bibliographique ayant
permis de recenser les différents types de minéralogies en présence sur Mars (cf. paragraphe
1.3.6.3), et les analogues terrestres correspondants, nous avons choisi comme
caractéristiques d’intérét la présence d’agents oxydants, et la présence d’eau. Ces deux
caractéristiques sont celles étant suspectées comme étant responsables des faibles
rendements de fonctionnalisation au MTBSTFA obtenus sur certains analogues martiens

(Stalport et al., 2012).

Les minéralogies détectées sur Mars présentant ces caractéristiques sont les

suivantes :
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(i) Minéraux hydratés contenant de |’eau facilement libérée lors d’'un chauffage
a faible température (celle de la fonctionnalisation): certains phyllosilicates (ceux pouvant
absorber de I'eau entre leurs feuillets, tels que la smectite), certains sulfates hydratés (ceux
possédant de |'’eau de cristallisation -n(H20)).

(ii) Présence d’agents oxydants: oxydes et (oxy)hydroxydes de fer,

perchlorates.

Notre choix a également été influencé par les minéralogies susceptibles d’étre
rencontrées sur Mars. Cela inclut les phyllosilicates et les sulfates, minéraux détectés depuis
I'orbite au sein du cratére Gale (Anderson and Bell Ill, 2010), et dont la présence a été
confirmée in situ par I'instrument SAM de la mission MSL (Vaniman et al., 2014). Cela inclut
également des minéraux qui pourront étre rencontrés lors de futures missions, tels que les
carbonates. Il est également intéressant de prendre en compte le fait que la présence de
phyllosilicates, de sulfates et de carbonates soit indicatrice d’un environnement humide dans
le passé, et donc potentiellement de conditions permettant le développement d’une
éventuelle vie microbienne (avec un potentiel plus fort pour les phyllosilicates puisque
résultant d’'une interaction de longue durée entre I'eau et les minéraux primaires). De plus,
comme précisé au paragraphe 1.3.6.4.b, les phyllosilicates, sulfates et carbonates peuvent

préserver des bioindices / biomarqueurs potentiels.

1.5.2.3) Analogues utilisés

Les analogues de sol martien sont des sols Terrestres possédant certaines
caractéristiques similaires a certains sols martiens. lls permettent de simuler les expériences
qui sont réalisées sur Mars. |l en existe différents types, en fonction des propriétés du
régolithe martien qu’ils simulent (analogues chimiques, mécaniques, physiques, magnétiques,
organiques ; Marlow et al., 2008). Les lieux incluent par exemple Hawaii, Salten Skov, le désert
d’Atacama, le désert de Mojave, Arequipa, ou encore Rio Tinto. Les analogues nous
intéressant ici sont ceux possédant des caractéristiques minéralogiques en commun avec le

régolithe martien. Les analogues sur lesquels nous avons choisi de travailler sont les suivants :
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a) Atacama (sol oxydant)

Le désert d’Atacama s’étend entre 18°S et 27°S le long de la cote Pacifique de
I’Amérique du Sud. Il est utilisé en tant qu’analogue martien, du fait de son climat
extrémement sec et de son environnement oxydant. La nature oxydante du sol est
possiblement liée a la présence d’acides forts (par exemple les acides sulfurique et nitrique)
se déposant depuis I'atmosphere, et entrainant la formation de composés oxydants par le
biais de réactions photochimiques aux interfaces sol / poussiere / atmosphére (Navarro-
Gonzalez et al., 2006; Quinn et al., 2005). Ces conditions ont contribué a la présence de sols
appauvris en formes de vie et en matiére organique (Navarro-Gonzalez et al., 2006).

La région hyperaride de Yungay (figure 1-35) est connue comme étant la région la plus
aride d’Atacama (Shirey et Olson, 2012). Cette région présente en surface des sols analogues
au sol martien, contenant un oxydant non identifié (Navarro-Gonzalez et al., 2003, dans
Navarro-Gonzalez et al., 2006).

Le désert d’Atacama est également connu pour ses dépoOts importants de nitrates,
contenant des espéces fortement oxydantes, incluant des ions iodate (1037), chromates (CrO4%
), et perchlorates (ClO4") (Ericksen, 1981, dans Quinn et al., 2005). Sur Terre, le perchlorate
d’origine naturelle est présent a des niveaux équivalents a ceux du sol martien uniquement
dans le désert d’Atacama, ol les concentrations maximales en perchlorate atteignent environ
0,6% de la masse du sol (dans des veines de nitrate connues sous le nom de « caliche blanco »)
(Ericksen, 1981, dans Catling et al., 2010).

L’échantillon analysé, collecté en 2003 au site AT02-22 (28°07°04-5"S 69°55’08-0"W)
provient d’'une région moins aride du désert d’Atacama (Las Juntas, Chili) (Navarro-Gonzalez
et al., 2006). En effet, les sites les plus au sud (ATO1, ATO2 ; cf. figure I-35) sont considérés
comme des environnements « plus humides », par rapport aux sites septentrionaux (AT04, 05
et 08), qui sont dans la gamme de |'hyperaridité extréme (le site ATO3 représentant quant a
lui une transition entre des conditions hyperarides et hyperarides extrémes) (Shirey and

Olson, 2012).
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Figure I-35 : carte numérique de terrain du désert d’Atacama, dans le nord du Chili, montrant les

différents sites d’échantillonnage (dans Navarro-Gonzalez et al., 2003)

b) Svalbard (minéral hydraté)

Svalbard est un archipel Norvégien situé entre 77 et 80°N, et est considéré comme un
site analogue a Mars pour son climat froid et la présence de carbonates, sources chaudes et
volcanisme (Steele et al., 2006). L’échantillon analysé, collecté pendant la campagne AMASE
2011 (Arctic Mars Analog Svalbard Expedition), provient de Scott Keltie (AM11-155) et est
principalement constitué de smectite (un phyllosilicate résultant de la météorisation des
basaltes en argiles, capable d’absorber de I’eau entre ses feuillets), et de traces de magnésite
(un carbonate). Ces deux minéraux ont été détectés sur Mars. Ce site est utilisé comme

analogue au site d’atterrissage de MSL (le cratere Gale).
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c) Rio Tinto (sels hydratés)

Les sources de Rio Tinto en Espagne sont enrichies en acide sulfurique et en ions
ferriques. Ce site est utilisé comme analogue aux roches sédimentaires riches en sulfates et
hématite exposées dans des cratéres et autres structures de surface, analysées par le rover
Opportunity dans Meridiani Planum. L’échantillon dont nous disposons est un sédiment
collecté en 2003 (site « Headwaters Spring A »). Stalport et al. (2012) ont réalisé une analyse
par DRX / SFX (Spectrométrie de Fluorescence des rayons X, ou « X-Ray Fluorescence », XRF
en Anglais) de cet échantillon grace a I'instrument Terra (analogue de I'instrument CheMin sur
Curiosity). Les auteurs ont montré que cet échantillon (nommé Rio Tinto-01 dans leur étude)
est constitué d’alunogéne (sulfate d’aluminium de formule Aly(SO4); - 17H,0) (40,1%), de
jarosite (sulfate de potassium et de fer de formule KFe3*3(S04)2(OH)s) (36,2%), d’amarantite
(sulfate de fer de formule Fe23*(S04),0 - 7H,0) (12%), et de copiapite (sulfate de fer de formule
Fe?*Fes3*(S04)s(OH)2 - 20H20) (11,6%) (Stalport et al., 2012). Cet échantillon est donc
entierement constitué de sulfates hydratés. Aucune molécule organique n’a été détectée
dans cet échantillon aprés fonctionnalisation au MTBSTFA (tableau 1 dans Stalport et al.,

2012).

Ces trois analogues permettent de couvrir plusieurs des minéralogies d’importance
dans le cadre de I’étude de I'influence de la minéralogie sur la fonctionnalisation au MTBSTFA :
la présence de minéraux hydratés contenant de I'eau facilement libérée lors d’un chauffage a
faible température (sulfates hydratés de Rio Tinto, smectite de Svalbard), la présence de sels
(sulfates de Rio Tinto), la présence de minéraux s’étant formés en milieu aqueux (smectite de
Svalbard, sulfates hydratés de Rio Tinto), et la nature oxydante de la matrice (Atacama). Nous
proposons de tester l'influence de ces différentes matrices minérales sur I'efficacité de la
fonctionnalisation d’'un mélange standard d’acides aminés. Ces résultats seront présentés

dans le chapitre Ill de ce manuscrit.

1.5.3) Conclusion
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Les protocoles utilisés dans le cadre de la recherche de bioindices dans les matrices
extraterrestres, que ce soit dans au laboratoire dans des météorites, ou in situ dans le
régolithe martien, ne sont pas sans biais. L’hydrolyse acide peut avoir un effet destructeur sur
les acides aminés extraits des météorites, et I'efficacité de la fonctionnalisation au MTBSTFA
peut étre réduite (jusqu’a la non-détection des molécules organiques cibles) par la matrice

minérale.

1.6) Conclusion

La réponse a la question de I'origine de la vie sur terre peut trouver des éléments de
réponse dans les milieux extraterrestres. Pour cela, il faut chercher des indices ou des preuves
d’une vie passée ou présente dans ces milieux. Etant donné les techniques scientifiques et les
objets d’étude a disposition, certains milieux sont plus étudiés que d‘autres, c’est le cas de
Mars et des météorites. La présence d’une vie pluricellulaire sur Mars étant peu probable, il
est plus pertinent de rechercher des indices de vie sous la forme de monomeres de
biopolymeéres. Apres avoir listé les différents bioindices, parmi ceux-ci, nous avons sélectionné
les acides aminés, qui représentent un objet d’étude particulierement intéressant. En effet,
méme si la vie n’a jamais existé sur Mars, on devrait pouvoir y trouver des acides aminés,
apportés de maniére exogéne, notamment par les météorites. Il est donc également
intéressant de rechercher les acides aminés dans les météorites.

Au laboratoire, pour I'analyse des météorites, une étape supplémentaire d’hydrolyse
acide est réalisée afin de pouvoir détecter les acides aminés en plus grand nombre. En effet,
des acides aminés sont produits / libérés au cours de I’hydrolyse (acides aminés liés), a partir
de précurseurs, venant s’ajouter aux acides aminés détectés sans hydrolyse acide (acides
aminés libres). Cependant, cette étape d’hydrolyse peut dégrader les acides aminés. La
présence de sels suite a |'hydrolyse peut également affecter le rendement de la
fonctionnalisation. La mesure des quantités d’acides aminés détectés apres hydrolyse acide
fera I'objet du chapitre Il.

La technique la plus adaptée a la recherche d’acides aminés sur Mars est la CPG-SM
(utilisée notamment par SAM et MOMA). Afin de permettre I'analyse des acides aminés, une

étape d’extraction / fonctionnalisation est réalisée au préalable. Parmi les différents types de
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fonctionnalisation utilisés, nous avons choisi de nous intéresser a la fonctionnalisation au
MTBSTFA / DMF, technique utilisée par les missions spatiales actuelles (comme SAM et
MOMA), notamment pour la recherche des acides aminés. Cependant, la minéralogie du
régolithe martien peut interagir avec la réaction de fonctionnalisation au MTSBTFA et donc
avoir une influence négative sur le rendement de la fonctionnalisation. Nous avons donc listé
les différentes minéralogies présentes sur Mars et sélectionné trois analogues martiens en
fonction de leur influence sur I'efficacité de la fonctionnalisation au MTBSTFA et de leur
importance vis-a-vis de la recherche de molécules organiques sur Mars. La mesure de
I'influence de ces analogues sur le rendement de la fonctionnalisation des acides aminés fera

I'objet du chapitre llI.
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Chapitre Il : Hydrolyse

Chapitre Il : Impact de I’hydrolyse acide sur le recouvrement des
acides aminés. Application a I’extraction des acides aminés issus de

météorites / sols analogues martiens

2.1) Introduction

Comme expliqué précédemment, I'"hydrolyse a I'acide chlorhydrique (HCI) liquide a
déja été utilisée pour extraire des acides aminés a partir de matrices minérales, mais a notre
connaissance, aucune étude d’une possible perte quantitative portant sur un nombre aussi
important d’acides aminés n’a été publiée a ce jour. L’hydrolyse au HCl & 6 mol.L™? (nous
utiliserons par la suite la dénomination « HCl 6M ») en phase liquide a été utilisée depuis au
moins 1970 et a été pendant longtemps la procédure de référence pour extraire les acides
aminés des météorites ou des analogues de sols extraterrestres. Le but proposé de cette étude
est de déterminer s’il y a une perte d’acides aminés causée par I’hydrolyse au HCl en phase
liquide. L’effet d’'un contact rapide avec du HCl a 6M non chauffé a également été testé. Toutes
nos expériences ont été réalisées avec une solution standard d’acides aminés contenant 17
des 20 acides aminés protéinogéniques, molécules d’intérét exobiologique. De plus, la
fonctionnalisation des acides aminés au MTBSTFA (N-méthyl-N-tert-
butyldiméthylsilyltrifluoroacétamide), étape précédant leur séparation et détection par CPG-
SM, est d’importance dans le cadre des applications spatiales. En effet, cette technique a déja
été utilisée et le sera a nouveau dans des environnements extraterrestres (par exemple,

Sample Analysis at Mars, ou encore Mars Organic Molecule Analyzer).

2.2) Produits, matériels et méthodes

2.2.1) Produits

La solution standard d’acides aminés utilisée pour I’'ensemble des expériences de cette

these provient de chez Fluka (France). Il s’agit d’une solution de HCI 0,1M contenant les 17
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acides aminés suivants: L-alanine, glycine, L-valine, L-leucine, L-isoleucine, L-proline, L-
methionine, L-serine, L-threonine, L-phenylalanine, acide L-aspartique, acide L-glutamique, L-
lysine, L-arginine, L-histidine, L-tyrosine et L-cystine. Par la suite, il est possible qu’ils soient
cités en omettant le préfix « L- », ou bien en utilisant leurs acronymes, respectivement : Ala,
Gly, Val, Leu, lle, Pro, Met, Ser, Thr, Phe, Asp, Glu, Lys, Arg, His, Tyr et Cys. Les concentrations
sont de 2,5.103 mol.L'! pour tous les acides aminés, excepté la cystine qui se trouve a la
concentration de 1,25.103 mol.L1.

L’eau utilisée pour toutes les expériences est obtenue a partir d'un purificateur d’eau
Milli-Q de la marque Millipore, fournissant une eau ultrapure a 14.7 MQ, exempte de tout
contaminant minéral ou organique.

Pour I’'ensemble de nos expériences, afin d’éviter les contaminations, la verrerie est
rincée a l'’eau ultrapure, enroulée dans du papier aluminium, et chauffée au four a 500°C
pendant 3 heures.

Le MTBSTFA (pureté > 97,0%) provient de chez Fluka et le DMF (pureté 99,8%) de chez
Alfa Aesar. Les réactions de fonctionnalisation ont été réalisées pendant 15 minutes a 75°C
apres mélange de la solution grace a un vortex.

Pour toutes les expériences, une solution de laurate de méthyle (dodécanoate de
méthyle) (provenance Fluka, pureté 97%) a été utilisée comme étalon interne. L’ajout d’un
étalon interne en quantité connue est une technique qui permet de s’affranchir de certains
biais, comme par exemple celui lié a la réponse du spectromeétre de masse (qui n’est pas
parfaitement proportionnelle a la quantité du soluté étudié) ; ou encore de faire fi de la
variabilité des résultats, causée par la préparation de I’échantillon, I'injection manuelle, ou
I’appareillage. Un étalon interne doit remplir certains criteres : ne pas étre contenu dans le
mélange a étudier ; pouvoir étre séparé des autres constituants du mélange; avoir des
propriétés physico-chimiques proches des molécules a étudier ; et ne pas réagir avec d’autres
espéces en présence (comme le solvant et les réactifs de fonctionnalisation). Le laurate de
méthyle remplit ces critéres: dans les conditions utilisées, il ne co-élue avec aucun des
composés analysés ; il possede un spectre de masse typique qui rend son identification aisée ;
il ne réagit pas avec le DMF ni avec le MTBSTFA ; et sa volatilité est suffisamment faible pour
étre utilisé avec des acides aminés. Le laurate de méthyle possede une masse molaire de

214,35 g.mol* et une température d’ébullition de 262°C (figure 1I-1).
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Figure 1l-1: formule du laurate de méthyle ou dodécanoate de méthyle

Lorsque qu’une évaporation est mentionnée, elle implique obligatoirement une

évaporation a 40°C, sous flux constant d’argon, jusqu’a I'obtention d’un résidu sec.

2.2.2) Fonctionnalisation au MTBSTFA dans du DMF

Au cours de cette these, la fonctionnalisation chimique des acides aminés est réalisée

par silylation au MTBSTFA (figure II-2), avec pour solvant le DMF.

H o Q9 H3C H:C CH, 0 HaC - CHa 0
PIJ ” H : || \ C h \ NH || \‘54 X . ‘

H/ \‘o/ +2 \N/ \ Bl T ‘3\/ \(\o/ \ iy + 7 X\u/

j | = DMF >< i )

R CHj HsC
75°C, 15 min

Figure 1l-2. Schéma de la réaction de fonctionnalisation entre un acide aminé et le MTBSTFA

Dans le domaine de la chimie analytique, la fonctionnalisation est généralement
utilisée pour deux raisons : (1) afin de permettre I'analyse de composés non analysables pour
cause, par exemple, de volatilité ou stabilité inadéquate, et (2) afin d’améliorer 'analyse, par
exemple en améliorant le comportement chromatographique ou la détectabilité. Dans le
domaine de la chromatographie en phase gazeuse, la raison principale de la fonctionnalisation
(par alkylation, acylation, ou silylation) est d’augmenter la volatilité de composés non volatils
(Knapp, 1979). Elle permet de modifier les propriétés physico-chimiques des composés cibles
afin de les rendre suffisamment volatils pour qu’ils puissent étre séparés sur une colonne

chromatographique en phase gazeuse (Botta and Bada, 2002).
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En effet, certains composés organiques polaires qui contiennent des atomes
d’hydrogéne labiles (par exemple au sein de groupes hydroxyle, amino et thiol), possedent
typiqguement une faible volatilité due a leur tendance a s’associer entre eux ou a s’associer
avec des liquides polaires ou des matrices solides, a travers la formation de liaisons
hydrogénes (Knapp, 1979, dans Rodier et al., 2001). C’est le cas des acides aminés.

Dans le cas de la silylation, le remplacement d’un hydrogéne labile par un groupement
silyle diminue la polarité du composé et donc limite la formation de liaisons hydrogenes
intermoléculaires. Le dérivatif silylé est donc plus volatil. Il est également plus stable. Son
comportement en CPG est amélioré (Moldoveanu and David, 2002). En général, I'avantage
des réactions de silylation par rapport a d’autres méthodes de fonctionnalisation est qu’elles
représentent une procédure en une seule étape qui ne requiert aucune séparation des
dérivatifs avant I'analyse par CPG (Knapp, 1979, dans Rodier et al., 2001).

Il est intéressant de noter que dans la littérature, pour qualifier les hydrogenes
remplacés lors de la réaction de fonctionnalisation, il n’existe pas de consensus. Il est
généralement fait mention d’hydrogenes actifs (ou encore protons actifs, ou sites protiques
actifs, ou fonctions protique actives) (voir par exemple Knapp, 1979; Mawhinney et al., 1986;
Moldoveanu and David, 2002; Rodier et al., 2001; Stenerson, 2007), plus rarement
d’hydrogénes labiles (voir par exemple Freissinet et al., 2010; Rodier et al., 2001), voir méme
d’hydrogéne réactif (Moldoveanu and David, 2002) ou d’hydrogéne acide (Buch et al., 2006).
Dans ce cadre, ces termes sont utilisés comme synonymes. Nous avons choisi le terme
d’utiliser le terme « hydrogéne labile » (c’est-a-dire facilement détachable) car c’est le plus
« parlant ».

Le groupement tert-butyldiméthylsilyle procuré par le MTBSTFA présente |’'avantage
d’étre considérablement plus stable que le groupement triméthylsilyle (abrégé par TMS;
procuré par exemple par le N-triméthylsilylimidazole, ou TMSI ; c¢f. Moldoveanu et David,
2002). De plus, le MTBSTFA est un donneur de groupement silyle tres efficace, capable de
« tert-butyldiméthylsilyler » des fonctions protiques actives (c’est-a-dire contenant des
hydrogenes labiles) (telles que des groupements hydroxyle, amine, carboxyle et thiol)
(Mawhinney et al., 1986). Il a également été sélectionné car il est moins sensible a I’hydrolyse
qgue d’autres réactifs utilisés pour la silylation. Les rendements typiques obtenus avec ce

réactif sont supérieurs a 96% (Mawhinney et al., 1982, dans Rodier et al., 2001). Les dérivatifs

162



Chapitre Il : Hydrolyse

tBDMS sont plus thermiquement stables et moins sensibles a I'hydrolyse que les dérivatifs
TMS (Moldoveanu and David, 2002).

Le DMF, quant a lui, est utilisé comme solvant polaire aprotique (aprotique étant
synonyme de protophile, c’est-a-dire accepteur de protons, donc une base de Brgnsted-
Lowry), qui ne réagit pas avec le MTBSTFA. La silylation est communément réalisée dans un
solvant ne possédant pas d’hydrogéne labile (Moldoveanu and David, 2002). De plus, le but
principal du solvent est de dissoudre I'analyte et le réactif de fonctionnalisation (Moldoveanu
and David, 2002). Or, le DMF est également un accepteur — sans étre donneur — de liaisons
hydrogenes. Les solutés forment donc moins de liaisons hydrogene avec le solvant que dans
le cas d’un solvant polaire protique (tel que I’eau). Il favorise la réaction de fonctionnalisation
en favorisant la solubilisation des composés cibles. La différence entre les taux de
fonctionnalisation avec et sans ajout de DMF est en effet conséquente (e.g., Buch et al., 2006).
Mawhinney et al. (1986) ont montré que de trés faibles résultats étaient obtenus lorsque les
acides aminés étaient tert-butyldiméthylsilylés directement par le MTBSTFA en I'absence de
solvant organique, ceci étant apparemment étroitement lié a I'observation que les acides
aminés sont trés peu solubles dans le MTBSTFA (Mawhinney et al., 1986). La substitution du
DMF par l'acétonitrile ou le DMSO (diméthyl sulfoxide) a également entrainé une
fonctionnalisation incompléte pour la plupart des acides aminés (Mawhinney et al., 1986).

Les agents de silylation sont généralement sensibles a I’hydrolyse et doivent étre
protégés de I'hnumidité. L’eau présente dans le mélange des réactifs peut souvent géner la
réaction (en réagissant avec le réactif de silylation) et/ou hydrolyser le dérivatif (Moldoveanu
and David, 2002), réduisant le rendement du dérivatif pour analyse (sauf si le MTBSTFA est en
exces suffisant), ce qui dans notre cas pourrait étre interprété a tort comme une dégradation
des acides aminés pendant I’hydrolyse au HCI. Afin d’éviter cela, avant I'addition des réactifs
de fonctionnalisation, les solutions d’acides aminés ont été complétement évaporées sous un
flux constant d’argon. Le fait de placer les vials sous le flux d’argon vise a accroitre la vitesse
du processus d’évaporation. La température du processus d’évaporation est gardée
suffisamment basse (40°C) afin d’éviter toute dégradation ou vaporisation des acides aminés.

Apres addition simultanée du réactif de fonctionnalisation (MTBSTFA) et du solvant
(DMF) au résidu sec de la solution d’acides aminés, les vials sont chauffés a 75°C pendant 15

minutes. Les dérivatifs volatils tert-butyldiméthylsilyle (tBDMS) résultants sont analysés par
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CPG-SM. Une solution de laurate de méthyle est systématiqguement ajoutée a chaque
échantillon, apres fonctionnalisation, en tant qu’étalon interne.

Les échantillons sont injectés immédiatement aprés fonctionnalisation. Les
échantillons sont ensuite conservés au réfrigérateur, et si une ré-injection est nécessaire, elle
est réalisée au maximum 6h apreés la fonctionnalisation. Mawhinney et al. (1986) ont montré
que les acides aminés subissent une tres faible dégradation au cours des 6h suivant la
fonctionnalisation. Ceci est également vérifié pour tous les acides aminés neutres, acides,
aromatiques et porteurs de groupements thiol, au cours des 24h suivant la fonctionnalisation.
Cependant, les acides aminés basiques (arginine, histidine et lysine) montrent une diminution
constante de leur concentration a partir des 6h suivant la fonctionnalisation, indiquant une
perte des dérivatifs. Dans leur étude, cette dégradation était particulierement importante
pour I'histidine et I'arginine, avec des pertes plus importantes dans le cas ol le DMF n’était

pas pur et déshydraté de toute humidité.

2.2.3) La séparation par chromatographie en phase gazeuse :

optimisation

Au cours de cette these, toutes les analyses ont été réalisées avec un CPG-SM de la
marque Thermo Scientific. Le chromatographe en phase gazeuse (Trace GC) est couplé a un
spectrometre de masse de type quadripolaire (DSQ Il).

Afin de s’assurer que toutes les expériences étaient réalisées en un laps de temps le
plus court possible sans compromettre la résolution chromatographique, la sensitivité de la
détection du spectrométre de masse, ou la gamme de détection du spectrométre de masse,
les parameétres de température d’opération et les parametres de l'instrument ont été
déterminés avant la collecte des données expérimentales. Les principaux parameétres
expérimentaux optimisés ont été ceux qui sont les plus importants pour la séparation des
analytes : le split ratio, la programmation en température de la colonne chromatographique,
et la vitesse du gaz vecteur (hélium).

La température de I'injecteur split/splitless, utilisé avec une valeur de split égale a 20,
est de 250°C. Une colonne chromatographique capillaire ZB-5MSi (95% dimethylpolysiloxane,

5% phenyl; L=30m x .D.=0.25mm x df=0.25um) de la marque Zebron (France) a été utilisée,
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avec une colonne de garde en silice désactivée (5 m x 0.25 mm). Sa température maximale de
fonctionnement est de 360 a 370°C (isotherme/programme). Les conditions d’opération sont
les suivantes : isotherme de 10 min a 120°C, suivi d’une premiere rampe a un taux de 3°C.min"
! jusqu’ a la température de 250°C. Une fois atteinte, cette température de 250°C est
maintenue pendant une minute. Puis une deuxiéme rampe intervient a un taux de 10°C.min!
jusqu’a atteindre la température finale de 300°C. Cette température est maintenue a 300°C
durant 5 min afin d’éluer les composés les plus lourds.

La vitesse du gaz vecteur a été choisie dans I'optique de minimiser le temps d’analyse
tout en maximisant I'efficacité de la colonne. Pour ce faire nous avons tracé une courbe dite
de Van Deemter - Golay permettant de représenter la hauteur équivalente a un plateau

théorique (HEPT) en fonction de la vitesse linéaire du gaz vecteur.

2.2.3.1) Théorie des plateaux, efficacité d’une colonne chromatographique et

grandeurs de rétention

En 1941, Martin et Synge (Martin and Synge, 1941) ont proposé de comparer la
colonne chromatographique a une colonne de distillation, considérant la colonne comme
étant divisée en N disques cylindriques successifs fictifs, appelés plateaux théoriques. N est
donc le nombre de plateaux théoriques. On considére alors que la phase mobile progresse
non pas de facon continue, mais par sauts successifs d'un plateau théorique a l'autre. Au
niveau de chaque plateau, il y a un équilibre de répartition du soluté entre la phase mobile et

la phase stationnaire (Figure 1I-3).

Phase
stationaire

Phase mobile
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Figure 11-3 : Illustration de la théorie des plateaux. Chaque étage représente un plateau théorique,

dans lesquels le soluté est a I’équilibre entre la phase stationnaire et la phase mobile

Selon cette théorie, plus N est élevé, plus la colonne est efficace. N peut étre

déterminé selon I'équation :
tr 2 , .
N = 5,54 (?) (équation 1I-1)
Avec tr le temps de rétention du soluté, c’est a dire le temps entre I'injection et la
détection du soluté, et 6 la largeur a mi-hauteur du pic chromatographique.
Il est également possible de calculer le nombre de plateaux effectif, appelé N’ :

2 INY

r_ tR—tm )" _ R
N’ =554 (2M) =554 (L)
Avec tm le temps mort, temps pris par la phase mobile pour passer dans la colonne

(équation 11-2)

(équivalent au temps de rétention d’un composé non retenu, dans notre cas, le méthane), et

tr’ le temps réduit, selon I’équation :
(équation 11-3) (figure 11-4)

tR, = tR - tM
Ce calcul de N’, par I'emploi du temps réduit, permet, pour un méme composé,

d’établir des comparaisons entre différentes colonnes de caractéristiques différentes

v

e} Hauteur

Temps

T T T

Injection composé soluté
non retenu

Figure 1l-4 : grandeurs de rétention en chromatographie
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La hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT) dépend des caractéristiques
géométriques de la colonne (longueur, diameétre interne et épaisseur de phase stationnaire),
de la nature du composé étudié, de la nature de la phase stationnaire, du débit du gaz vecteur
et de la température lors de I’élution.

La HEPT est déterminée en calculant le ratio :

HEPT = E (équation II-4)
N

Avec L la longueur de la colonne.
Ainsi, I’efficacité d’une colonne chromatographique peut étre déterminée en calculant
la Hauteur Equivalente a un Plateau Théorique (HEPT). L’efficacité de la colonne est maximale

lorsque la HEPT est minimale, c’est-a-dire lorsque le nombre de plateaux N est maximal.

2.2.3.2) Théorie cinétique et équation de Van Deemter - Golay

Contrairement a la théorie des plateaux, la théorie cinétique prend en compte le temps
pris par le soluté pour étre a I’équilibre entre la phase stationnaire et la phase mobile. Dans
cette théorie, la forme d’un pic chromatographique (élargissement et rétrécissement) peut
donc étre affectée par le débit de la phase mobile, ainsi que par d’autres facteurs concernant
la diffusion des solutés au sein de la phase stationnaire.

En utilisant la théorie cinétique et en considérant les différents mécanismes qui
contribuent a la forme d’'un pic chromatographique, on obtient alors I'équation de Van

Deemter - Golay :
HEPT = A + 5 +C.u (équation II-5)
u

Avec u la vitesse d’écoulement ou vélocité du gaz vecteur (en cm.s), et A, B et C des
constantes fonctions, respectivement, de la diffusion turbulente, de la diffusion longitudinale,
et de la résistance aux transferts de masse.

La HEPT minimale correspond au débit optimal (uo.) pour lequel I'efficacité de la

colonne est maximale (figure II-5).
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tHEPT

min

Figure 1I-5 : Courbe de Van Deemter-Golay typique
2.2.3.3) Détermination de la vitesse optimale de la phase mobile

Dans le but de maximiser I'efficacité de la colonne, nous avons donc déterminé la
vitesse optimale de la phase mobile. Ce parametre a été déterminé en cherchant la valeur
minimale de la hauteur équivalente a un plateau théorique (HEPT).

Nous avons calculé la HEPT en utilisant la formule :

HEPT = N (équation 11-6)

La HEPT a été ensuite représentée graphiquement en fonction de la vélocité du gaz
vecteur pour fournir des courbes de Van Deemter - Golay pour trois acides aminés : I'alanine,
la leucine et la phénylalanine. Chaque mesure a été réalisée trois fois afin d’assurer une
précision satisfaisante. L'efficacité maximale obtenue pour les trois acides aminés |'a été pour
une vélocité du gaz vecteur de 37 cm.s™, ce qui correspond a un flux de 1,1 mL.min* (figure
[I-6). L’utilisation de ce flux pour toutes les expériences au cours de cette thése a permis
d’assurer une séparation efficace de tous les acides aminés, sans compromettre la rapidité de
I’analyse. Ainsi, I’'hélium (pur a 99.999%) a été utilisé comme gaz vecteur a un flux constant de

1,1 mL.min"t en mode compensation de vide.
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Figure II-6 : Courbe de Van Deemter — Golay obtenue pour I'alanine, I'isoleucine et la proline

2.2.3.4) Séparation chromatographique et détection des acides aminés

La figure II-7 montre un chromatogramme typique obtenu aprés injection d’un
échantillon de la solution standard d’acides aminés, en mode « Total lon Count » (TIC). Dans
ce cas précis, I’échantillon d’acides aminés a été préparé en prélevant 100 plL a partir de la

solution standard (concentration de 2,5.103 M). Cette solution a été évaporée puis
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fonctionnalisée a 75°C pendant 15 minutes avec une mixture de MTBSTFA/DMF
(respectivement, 60 pL / 20 pL). 0,5 puL de cette solution est injectée dans le CPG-SM.

Un autre mode de quantification que le TIC peut étre employé : c’est le mode « Mass
Range » (MR). Dans ce mode, un filtre est appliqué, ne montrant sur le chromatogramme que
les pics correspondant aux substances comportant le rapport m/z choisi. Ce rapport choisi est
le pic majoritaire du spectre de masse de l'acide aminé recherché. Ce mode permet
d’identifier / quantifier des acides aminés qui ne sont pas en quantité suffisante pour
apparaitre au-dessus de la ligne de base en mode TIC.

A ces quantités de matiere, 'ensemble des acides aminés ont été détectés et séparés
en utilisant les conditions chromatographiques précédemment sélectionnées. Aucun des
acides aminés ne co-élue. Typiquement, les acides aminés sont majoritairement élués dans
I'ordre croissant de la masse molaire de leurs dérivatifs, avec cependant quelques
permutations (tableau II-1). Des composés présents lors de la réaction de fonctionnalisation
ont produit quelgues contaminants non identifiés. Cependant, ces contaminants n’ont pas
interféré avec I'analyse.

Il est intéressant de noter que le contaminant X (tr = 20,65 min) est présent dans
I'ensemble des chromatogrammes obtenus au cours de cette these. Dans ce
chromatogramme, il est identifié comme étant le tris(triméthylsilyl)borate, avec un Sl de 583,
un RSI de 642, et une probabilité de 53,99%. Le Sl est un facteur de correspondance directe
pour le composé inconnu et le spectre de la librairie NIST. Le RSI est un facteur de
correspondance de recherche inverse, ignorant tout pic de la substance inconnue qui n’est
pas dans le spectre de la librairie. La probabilité est un facteur basé sur les différences entre
les identifications adjacentes proposées par la librairie et ordonnées selon le SI. Avec le Sl et
le RSI, une correspondance parfaite équivaut a une valeur de 1000. Une valeur supérieure a
900 représente une excellente correspondance, entre 900 et 800, une bonne correspondance,
et entre 800 et 700, une correspondance acceptable. En dessous de 600, cela correspond a
une correspondance médiocre. Le facteur de probabilité est un parametre complexe basé sur
le facteur de correspondance Sl et sur la différence entre des propositions de substances
adjacentes. Si une substance proposée a un facteur Sl supérieur a 900, et que la substance
proposée suivante a un S| de 300, la probabilité d’une identification correcte est forte.
Inversement, si plusieurs substances sont proposées avec des Sl faibles, la probabilité d’'une

identification correcte est faible.
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Figure 1l-7. Exemple d’analyse chromatographique de la solution standard (volume prélevé 100 L),
montrant les acides aminés séparés. Fonctionnalisation avec 60 puL de MTBSTFA, 20 uL DMF, 15 min a
75°C. Injection de 0,5 puL du mélange. Paramétres CPG: injecteur 250°C, ratio de split 1/20, source du
MS a 200°C, colonne 120°C 10 min, rampe 3°C/min jusqu’a 250°C, deuxiéme rampe 10°C/min jusqu’a

300°C, isotherme 5 min a 300°C. Gamme de détection, m/z de 50 a 650 u.
1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-
Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Arg, 16: L-His, 17: L-Tyr, 18: L-Cys. X, Y,

Z : pics non identifiés.

2.2.4) La détection et I'identification par spectrométrie de masse

2.2.4.1) Le spectromeétre de masse

Le spectrometre utilisé au cours de cette these est un DSQ Il de la société
ThermokElectron. L'analyseur de ce spectrometre de masse est un analyseur quadrupolaire. Il
a été essentiellement utilisé en mode TIC (Total lon Count) pour une gamme de rapports
masse sur charge (m/z) variant de 50 a 650 u, avec une énergie de collision de 70 eV. Le rapport
masse sur charge (m/z) est le rapport de la masse d’un ion sur sa charge, dont I'unité utilisée
ici sera I’ « unité de masse atomique unifiée », de symbole « u ».

Le principe d’un spectrometre de masse est (1) d’ioniser les molécules par impact

électronique au sein de la source d’ions, (2) de les séparer en fonction de leur masse dans un

171

60

62

1
64
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analyseur utilisant un champ magnétique et électrique, puis (3) de quantifier les ions par la
mesure d’'un courant électrique, au sein d’un détecteur.

L’ionisation est réalisée dans la source d’ions, ou chambre d’ionisation. Il est important
gue cette chambre soit sous vide, afin d’éviter la collision des ions produits avec les molécules
présentes dans I'air. L'échantillon vaporisé provient de la colonne du GC, et les molécules sont
bombardées par un flux d’électrons, entrainant la perte d’un électron (parfois deux) et donc

la production d’un ion positif (figure 11-8).

@ c’ 0 Echantillons sous

Potentiel d’accélération O @ @ forme gazeuse

des électrons
Y

*

h l..r ?
Cathod — - ' _ Anode
{production {iCapture des
glectraons) || electrons)

7 "‘— Lentille d’extraction
i 1 Lentille de focalisation
[ @1 Lentille d’accélération

Figure 11-8 : principe de la formation d’ions par bombardement électronique dans la source d’ions

Ces ions sont ensuite accélérés par leur passage a travers des lentilles, et séparés en
fonction de leur masse et de leur charge, grace a un champ électrique et a la déflection causée
par un champ magnétique. Ces deux facteurs sont exprimés a travers le rapport masse sur
charge (m/z). La plupart des ions sortant du spectrometre de masse possédent une charge de
+1, ainsi dans la plupart des cas, le rapport masse sur charge sera le méme que la masse
molaire de I'ion.

Lorsqu’un ion arrive dans le détecteur, sa charge est neutralisée par un électron
présent dans le détecteur. Cet électron sera alors remplacé par un autre. Le flux d’électrons
dans le détecteur est détecté en tant que courant électrique, amplifié et enregistré. Plusily a

d’ions qui arrivent dans le détecteur, plus le courant est fort, et plus le signal est important.
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Les pics d’un spectre de masse correspondent au courant produit par les ions de rapports m/z

variés, et donc de leur abondance.

Dans le cas du DSQ Il, la séparation des ions est réalisée grace a un quadrupodle. Le
guadrupdle est un analyseur qui consiste en quatre électrodes idéalement hyperboliques
(mais en pratique cylindriques) et paralleles, entre lesquelles un champ électrique est créé.
Les électrodes adjacentes possedent une polarité opposée. Deux cylindres opposés ont un
potentiel de (U+Vcos(wt)) et les deux autres ont un potentiel de -(U+Vcos(wt)), U étant un
courant continu et Vcos(wt) étant un courant alternatif (w correspondant a la période.
Multipliée par le temps, elle correspond a la fréquence de la rotation). Les tensions appliquées
aux électrodes affectent ainsi la trajectoire des ions qui oscillent de maniere hélicoidale entre
les électrodes. Pour des tensions continues et alternatives données, seuls les ions de certains
rapports m/z pourront entrer en résonnance et passeront a travers le filtre quadrupolaire, et
tous les autres seront éjectés de la trajectoire originale (figure 11-9). Ces mouvements sont
décrits par des équations appelées les équations de Mathieu. Un spectre de masse est obtenu
en mesurant I'abondance des ions passant a travers le quadrupodle en fonction de la variation
des tensions appliquées aux électrodes. Il est ainsi possible de d’effectuer une détection en
fonction d’un rapport m/z particulier (Single ion Monitoring, SIM), ou en balayant une gamme

entiere de rapports m/z (TIC).
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Figure 11-9 : principe de I'analyseur quadrupolaire
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2.2.4.2) Librairie de masses spectrales et informations structurelles sur les

dérivatifs

Le remplacement d’un hydrogene actif par un groupement tert-butyldiméthylsilyle
(tBDMS) ajoute une masse moléculaire de 114 g.mol™ a la masse molaire de ’acide aminé (M)
(Stenerson, 2007). Nous pouvons observer sur les spectres de masse des acides aminés
fonctionnalisés que I’hydrogene actif de chaque groupement COOH est systématiquement
remplacé par un groupement tBDMS ; et qu’un seul hydrogéne actif est remplacé au sein de
chaque groupement NH,. En effet, la taille du groupement tBDMS empéche la silylation
multiple des atomes d’azote (Neves and Vasconcelos, 1987). Tous les dérivatifs apres
fonctionnalisation au MTBSTFA possedent un schéma de fragmentation similaire et
caractéristique, et les fragments obtenus sont bien documentés (voir par exemple Allen and
Ratcliffe, 2009; Mawhinney et al., 1986; Neves and Vasconcelos, 1987; Sparkman et al., 2011;
Stenerson, 2007). En effet, le spectre des dérivatifs tert-butyldiméthylsilylés des acides
aminés, di a l'impact électronique a 70eV, inclus souvent les cations typiques, utiles a
I'identification, de rapports masse sur charge:

m/z = Mq— 57 u (perte d’un radical *C4Ho) ;

m/z = Mq— 15 u (perte d’un radical *CHs) ;

m/z = Mq— 85 u (perte de *C4Hg suivi par la perte d’'une molécule de CO) ;

m/z = Mq— 159 u (perte d’un radical *C(O)-O-tBDMS) ;

ainsi que m/z = Mg — R =302 u (perte de la chaine latérale R, de masse molaire variant
selon les acides aminés. Le fragment restant, de formule constante d’un acide aminé a 'autre,
est systématiquement de rapport m/z = Mq— R =302 u).

Avec My la masse molaire de I'acide aminé fonctionnalisé.

Le pic d’ion moléculaire m/z = Mq peut étre présent mais est en général tres faible. La
figure 11-10 montre un exemple de ce schéma de fragmentation pour la tBDMS-valine, avec
son spectre de masse (Mg = 345 u). La fragmentation de la tBDMS-valine représente le plus

simple modele observé.
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Figure 1I-10. (A) Spectre de masse de la tBDMS-Valine (Mg = 345 u), avec présentation de la formule
de quelques fragments ; et (B) le schéma de fragmentation proposé pour expliquer le spectre de

masse observé (énergie de collision: 70 eV)

Le tableau II-1 résume les différents rapports m/z pouvant étre attendus de la

fragmentation de chaque acide aminé.
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Nombre My Fragments massiques (m/z) attendus, en u
ta(min)  Acide aminé (g.mol™) emblaces (@mol™)| Mg-15  Mg-57  My-85 Mg-159  My-302
15,32 Alanine 89 2 317 302 260 232 158 15
16,13 Glycine 75 2 303 288 246 218 144 1
19,45 Valine 117 2 345 330 288 260 186 43
20,92 Leucine 131 2 359 344 302 274 200 57
22,00 Isoleucine 131 2 359 344 302 274 200 57
23,10 Proline 115 2 343 328 286 258 184 41
29,80 Methionine 149 2 377 362 320 292 218 75
30,62 Serine 105 3 447 432 390 362 288 145
31,53 Threonine 119 3 461 446 404 376 302 159
33,49 Phenylalanine 165 2 393 378 336 308 234 91
35,63 Asparticacid 133 3 475 460 418 390 316 173
39,03 Glutamicacid 147 3 489 474 432 404 330 187
41,96 Lysine 146 3 488 473 431 403 329 186
44,88 Arginine 174 3 499 484 442 414 340 197
47,28 Histidine 155 3 497 482 440 412 338 195
48,52 Tyrosine 181 3 523 508 466 438 364 221
56,57 Cystine 240 4 696 681 639 611 537 394

Tableau II-1 : différents fragments massiques attendus de la fragmentation des acides aminés silylés,
avec la masse molaire de I'acide aminé (M), le nombre de H remplacés par un groupement tBDMS

(source : NIST) et la masse molaire du dérivatif silylé (Mg) (énergie de 70 eV)

D’importants pics a m/z =57 u, m/z =73 u et m/z = 147 u sont aussi présents dans tous
les spectres de masse.

Le pic a m/z = 57 u peut étre attribué au radical *CsHo. Il est intéressant de remarquer
gue les fragments a 57 u sont en théorie attendus pour la leucine et I'isoleucine (tableau II-1).

Le pic a m/z = 73 u a également été observé dans tous les spectres de masse en tant
que pic de base par Neves et Vasconcelos (1987). Les auteurs observent également le pic a
m/z = 147 u comme étant généralement trés intense. Pour les auteurs, ce pic est
caractéristique du groupement tBDMS et correspond a I'ion CH30-TBDMS,H*; et il semble
résulter d’'une réaction de réarrangement. Selon Moldoveanu et David (2002), les
réarrangements accompagnant la fragmentation sont communs lors de lionisation des
composés silylés. Un exemple de ce type mécanisme est le réarrangement d’'un groupement
TMS vers un groupement insaturé (tel que =0) plus un clivage B (réarrangement de
McLafferty) (Moldoveanu and David, 2002).

Les pics a m/z = 73 u et m/z = 147 pourraient également étre attribués aux ions

(CH3)sSi* et (H3C)3Si—O*=Si(CH3s),, respectivement (Moldoveanu and David, 2002). Cependant,
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les auteurs ont observés ces pics apres analyse de dérivatifs triméthylsilylés et non tert-
butyldiméthylsilylés.

Un pic a m/z = 207 u apparait dans les spectres de masse des acides aminés éluant a la
fin de I'analyse (voir par exemple la cystine), et peut étre attribué au bleeding de la colonne,
correspondant a un ion contenant de multiples atomes de silicone (Sparkman et al., 2011).

Tous les analytes ont été facilement identifiés grace a leurs fragments cationiques
majeurs et ont été quantifiés en utilisant le laurate de méthyle comme étalon interne. Les
principaux fragments des dérivatifs sont donnés dans le tableau II-2. Ces résultats
correspondent au chromatogramme présenté au paragraphe 2.2.3.4 (figure 11-6). Certains de
nos résultats expérimentaux ont été ajoutés a la librairie pré-existante de masses spectrales

NIST (National Institute of Standards and Technology) pour tous les dérivatifs d’acides aminés.

N° du pic i L, i 1 Fragments massiques (m/z) en u, classés par ordre décroissant de leurs intensités
] Acide aminé tg (Mmin) My (g.mol™) ) N
(fig. 11-7) relatives (entre parentheses)

2 Alanine 15,36 317 73(100) 158(77) 57(61) 232(44) 147(40) 260(23) 302(1)
3 Glycine 16,15 303 73(100) 147(64) 57(56) 218(52) 246(34) 144(13) 288(1)
4 Valine 19,49 345 73(100) 186(82) 57(56) 260(37) 288(24) 147(24) 302(9) 330(1)
5 Leucine 20,96 359 200(100) 73(94) 57(61) 274(33) 302(24) 147(21)
6 Isoleucine 22,02 359 73(100) 200(99) 57(70) 302(38) 274(38) 147(24) 344(1)
7 Proline 23,14 343 184(100) 73(84) 57(40) 258(26) 286(16) 147(16) 328(1)
8 Methionine 29,82 377 73(100) 218(40) 57(36) 292(34) 75(25) 147(24) 320(22) 170(9) 244(8) 362(1) 302(1)
9 Serine 30,64 447 73(100) 57(29) 288(17) 390(15) 362(15) 147(11) 302(8) 432(1)
10 Threonine 31,57 461 73(100) 57(23) 302(14) 159(13) 404(7) 147(7) 376(5)
11 Phenylalanine 33,53 393 73(100) 91(40) 302(40) 57(38) 234(33) 308(22) 147(19) 336(17) 378(1)
12 Aspartic acid 35,67 475 73(100) 57(21) 302(14) 418(11) 147(10) 316(7) 390(6) 244(4) 173(1)
13 Glutamic acid 39,05 489 73(100) 57(17) 432(16) 330(12) 147(12) 272(11) 404(2) 474(1) 302(1)
14 Lysine 42,01 488 73(100) 198(15) 300(13) 147(9) 272(6) 329(4) 431(2) 302(1) 186(1)
15 Arginine 44,88 499 73(100) 340(14) 57(13) 442(13) 184(10) 414(1) 484(1) 197(1)
16 Histidine 47,30 497 73(100) 196(57) 57(23) 440(19) 338(12) 195(11) 147(5) 198(4) 482(1) 412(1)
17 Tyrosine 48,59 523 73(100) 302(62) 57(17) 147(11) 221(9) 364(5) 466(5) 438(3) 508(1)
18 Cystine 56,59 696 73(100) 207(38) 302(19) 348(17) 147(17) 188(15) 258(14) 639(3) 537(1)

Tableau II-2 : temps de rétention (tz), masse molaire du dérivatif (M4) et pics caractéristiques des
spectres de masse des acides aminés silylés ; correspondant a la figure 1I-7. Les rapports m/z en gras

sont ceux qui sont attendus en théorie (cf. figure II-10 et tableau II-1).

Pour certains acides aminés, les fragments attendus d’apres le schéma de
fragmentation théorique sont présents a une tres faible intensité dans le spectre de masse, et
ces fragments ne peuvent donc pas étre utilisés pour identifier I'acide aminé. D’autres
fragments doivent étre utilisés a la place. C’'est le cas par exemple pour la cystine, dont le pic
a m/z = 348 u, non attendu en théorie (cf. tableau Il-1) est causé par la rupture du pont
disulfure (Neves and Vasconcelos, 1987).

177



Chapitre Il : Hydrolyse

Un autre exemple, I'arginine, présente des difficultés dans la prédiction du schéma de
fragmentation (Allen and Ratcliffe, 2009). L'un des dérivatifs possibles de I'arginine possede
une masse molaire de 499 u, au lieu de 516 u (masse molaire du dérivatif attendue suite au
remplacement de ses trois hydrogénes labiles), par le clivage du groupement amine a partir
du groupement guanido (H2N=C(NH2)(NH)) (Allen and Ratcliffe, 2009) (figure 11-13). En utilisant
cette masse molaire de 499 u comme masse molaire du dérivatif de I'arginine (Mg), au lieu de
516 u, nous retrouvons ensuite dans le spectre de masse les groupements prédits par le
schéma de fragmentation habituel (cf. tableaux II-1 et 11-2). Nous reviendrons par la suite plus
en détail sur la difficulté de détection de cet acide aminé (cf. paragraphe 2.3.1).

Dans I'exemple discuté ici, I'arginine (pic numéro 15 de la figure II-6) n’est pas
identifiée en tant que telle par la librairie NIST, mais on retrouve bien ses fragments
caractéristiques dans le spectre de masse. Ceci est probablement di a la faible quantité
détectée, comparativement aux autres acides aminés. Nous verrons par la suite que 'injection
d’une quantité plus faible d’acides aminés entrainera la non-détection de I’arginine, ainsi que

d’autres acides aminés, et nous en proposerons une explication (cf. paragraphe 2.3.1).

2.2.5) L’hydrolyse acide

L’hydrolyse acide est utilisée pour rechercher des molécules organiques, notamment
des acides aminés, dans les météorites. Cependant, les acides aminés pourraient étre
dégradés lors de la procédure d’hydrolyse. Nous avons voulu vérifier cette hypothése. Nous
avons donc analysé une quantité connue d’acides aminés. Nous avons ensuite analysé la
méme gquantité, ayant précédemment été soumise a une hydrolyse acide. Puis nous avons

comparé les résultats obtenus lors de ces deux expériences.

2.2.5.1) Protocoles d’analyse de la solution de référence et de la solution

hydrolysée

2.2.5.1.1) La référence
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Un volume de 10 plL de la solution standard d’acides aminés est ajoutée a un vial et
évaporée a 40°C, sous flux constant d’argon, jusqu’a I'obtention d’un résidu sec. L’échantillon
est alors prét pour la fonctionnalisation puis analyse. Le résultat de cette analyse est utilisé

comme référence.

2.2.5.1.2) L’hydrolyse

Nous étudions ici I’'hydrolyse en phase liquide, réalisée avec une concentration en HCl

de 6M, a 100°C pendant 24 heures, sous atmospheére inerte d’argon.

a) Protocole n°1 : HCl 6M, 100°C, 24h

Etape 1 :10 pL de lasolution standard d’acides aminés est ajoutée a un vial et évaporée
a 40°C, sous flux constant d’argon, jusqu’a I'obtention d’un résidu sec. 1 mL de HCl a 6M est
ajouté, et le vial est fermé hermétiquement d’un bouchon comportant un septum en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE), a I'aide d’une pince a sertir. Afin d’éviter I'oxydation au cours
de I'hydrolyse, I'air est chassé du vial et remplacé par une atmosphére inerte d’argon. Pour ce
faire, nous faisons circuler de I'argon dans le vial, a travers le septum, pendant 5 minutes.

Etape 2 : Le vial est ensuite placé au four, a une température de 100°C, pendant 24h.
Le vial est ensuite ouvert, et la solution est évaporée a 60°C, sous un flux d’argon, jusqu’a
I’'obtention d’un résidu sec.

Etape 3 : Ce résidu est dissout dans 1 mL de HCI 0.1M afin de relever le pH a la méme
valeur que celle de la solution d’acides aminés de référence. La solution est évaporée a
nouveau avant I’étape de fonctionnalisation.

Un blanc (protocole identique, sans les acides aminés) a également été réalisé.

b) Protocole n°2 : HCl 6M, température ambiante, Oh (contact

rapide avec une solution de HCl 6M)

Dans le but d’étudier I'effet d’un contact rapide de la solution d’acides aminés avec

une solution d’acide (HClI 6M), la méme procédure a été testée, cette fois sans I'étape 2
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(chauffage a 100°C pendant 24h). Le HCI 6M a été évaporé immédiatement apres I'addition a

la solution d’acides aminés. Le reste du protocole est identique au protocole n°1.

c) Protocole n°3 : HCI 6M, 100°C, 24h, avec addition de

fluorovaline

Dans le but de vérifier I'influence des sels (précipités au cours de |’évaporation) sur la
fonctionnalisation, nous avons testé le protocole n°l en gardant exactement la méme
procédure, avec |'ajout d’une quatrieme étape : I'ajout d’'une solution de fluorovaline, apres
I’étape 3. Le vial est ensuite séché sous un flux d’argon, dissous dans 1 mL de HCI 0,1M, séché,
puis fonctionnalisé et analysé.

En effet, si la raison d’'un recouvrement inférieur a 100% des acides aminés
(comparaison entre la référence et I'expérience) est la dégradation des acides aminés lors de
leur contact avec le HCL 6M, le fait d’ajouter la fluorovaline apres ce contact devrait entrainer
une réduction des quantités pour I'ensemble des acides aminés, sauf pour la fluorovaline.

Cependant, dans le cas ou la réduction des quantités est due a la présence de sels lors
de la réaction de fonctionnalisation, la fluorovaline, étant un acide aminé, et de fait possédant
des groupements fonctionnalisables, devrait voir son rendement de fonctionnalisation affecté

de la méme maniére que les autres acides aminés.

2.2.5.2) Protocole de fonctionnalisation et d’injection

Apreés addition des réactifs de fonctionnalisation au résidu sec (10 pL de DMF et 20 uL
de MTBSTFA), les vials sont chauffés a 75°C pendant 15 minutes. Les dérivatifs volatils tert-
butyldiméthylsilyle (tBDMS) résultants sont alors analysés par CPG-SM. 20 pL d’une solution
de méthyl laurate (étalon interne) a 103 M est systématiquement ajoutée a chaque
échantillon, apres la fonctionnalisation. 0,5 pL de la solution d’acides aminés fonctionnalisés

sont alors injectée dans le CPG-SM.

2.3) Résultats et interprétations
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Pour notre étude, une analyse semi-quantitative des acides aminés est suffisante. En
effet, nous avons seulement comparé les effets de la procédure d’hydrolyse a une solution
standard d’acides aminés qui ne subit pas d’hydrolyse (référence). Pour chaque acide aminé
présent dans la solution standard (référence), nous pouvons considérer que le rendement de
la réaction de fonctionnalisation est proche de 100% (Rodier et al., 2001).

Suite a l'analyse de la référence, nous mesurons le ratio de l'aire du pic
chromatographique de chaque acide aminé sur 'aire du pic chromatographique de I’étalon
interne.

Nous réalisons la méme chose pour chaque acide aminé suite a I'expérience.

La comparaison de ces deux ratios (référence contre expérience) nous permet de
déterminer le pourcentage de perte (et par déduction le pourcentage de recouvrement) de
chaque acide aminé.

En effet, en comparant les quantités d’acides aminés mesurés suite a I'analyse de la
référence et de I’hydrolyse, nous pouvons calculer un pourcentage de perte, selon la formule
suivante :

% perte = Qref - thdrolyse % 100 (équat/'on ”_7)

Qref

Avec Qref la quantité d’acides aminés mesurée lors de I'analyse de la référence, et

Qnydrolyse la quantité d’acides aminés mesurée suite a I’hydrolyse acide.

Nous pouvons ensuite en déduire le recouvrement des acides aminés, selon la

formule :

Q —
% recouvrement = 100 — % perte = ~hydrolyse » 100 (équation 1I-8)
ref

Pour rappel, la figure I-6 du chapitre | présente 'ensemble des acides aminés étudiés

au cours de ce chapitre Il.

2.3.1) Analyse du chromatogramme de référence

Sur la figure 1l-11, on présente le chromatogramme de |'analyse de la solution

référence d’acides aminés, en mode Total lon Count (TIC). Les ratios des aires des pics
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chromatographiques des acides aminés sur l'aire du pic chromatographique de I'étalon
interne ont été déterminés, afin de pouvoir comparer ces valeurs avec celles obtenues lors
des protocoles d’hydrolyse. Quinze des dix-sept acides aminés ont été détectés en utilisant

les conditions chromatographiques précédemment sélectionnées.
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Figure 1I-11. Analyse chromatographique de la solution de référence (volume prélevé 10 uL),
montrant les acides aminés séparés. Fonctionnalisation avec 10 uL MTBSTFA, 20 puL DMF, 15 min a
75°C. Injection de 0,5 pL du mélange. Parametres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, détecteur

200°C, programme de température du four : isotherme 10 min a 120°C, rampe 3°C/min jusqu’a
250°C, deuxieme rampe 10°C/min jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C. Gamme de détection, m/z
de 50 a 650 u.
1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-
Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Tyr, 16: L-Cys. X, Y, Z : pics non identifiés.

Compte tenu de leur structure et de leur poids moléculaire, certains acides aminés
sont difficilement élués. Quand ils le sont, on observe un fort élargissement du pic
chromatographique du fait de la diffusion longitudinale dans la colonne chromatographique.
La diffusion longitudinale correspond a la diffusion du soluté dans la phase gazeuse. Cette
diffusion est due a la dispersion des molécules dans la phase mobile, des régions les plus
concentrées aux régions les plus diluées. Cette dispersion se fait au fur et a mesure de
I’avancement dans la colonne. La largeur de la bande (zone d’élution) augmente au cours du
déplacement dans la colonne et cela se répercute sur la largeur du pic du chromatogramme

(figure 11-12) (Freissinet, 2010). Or, un fort élargissement / déformation du pic
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chromatographique induit une augmentation de la valeur de la limite de détection et donc de

guantification des composés en question.

Figure II-12 : représentation schématique du phénomeéne de la diffusion longitudinale (dans

Freissinet, 2010).

De plus, ces composés nécessitent souvent de fortes températures pour étre élués. Or
c’est aux fortes températures (supérieures a 250°C) que le « bleeding » de la colonne est le
plus important, engendrant un fort bruit de fond susceptible, encore une fois, d’augmenter la
valeur de limite de détection des composés cibles. Le bleeding est un bruit de fond généré par
I’élution des produits de dégradation de la phase stationnaire de la colonne
chromatographique. On peut voir par exemple sur la figure 1I-11 que ce dernier devient
particulierement important a partir d’environ 246°C (correspondant au temps de rétention de

52 minutes sur la figure II-11). La température de 250°C est atteinte a 53,3 minutes.

Une fois fonctionnalisés, I'histidine, I’arginine et la cystine font partie des acides
aminés les plus lourds, avec respectivement une masse molaire de : 497 ; 499 et 696 g.mol.
Méme une fois fonctionnalisés ces acides aminés restent peu volatils avec une forte affinité

pour la colonne due a leurs importantes chaines carbonées.

Pour toutes les raisons mentionnées plus avant, I'arginine et I'histidine n‘ont été
détectées dans aucun chromatogramme, et cela méme en recherchant leurs fragments de
masse caractéristiques en mode Mass Range (MR). La cystine, quant a elle, a toujours pu étre
détectée en TIC. Cependant I'intensité du pic ne permettait pas une quantification correcte.
C’est pourquoi nous avons préféré utiliser le mode mass range (MR) afin de la quantifier. Nous
avons alors utilisé la masse m/z de 302 u, masse correspondant au pic de base de la cystine.

Le dérivatif de la cystine, étant le plus lourd des dérivatifs d’acides aminés, est élué lorsque
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le bleeding de la colonne est le plus important, son pic est donc en partie noyé dans la ligne
de base. En conséquence, on observe que le pic de cystine posséde une aire bien plus faible

relativement aux autres acides aminés, et le mode MR a d{ étre utilisé pour la quantifier.

Une autre explication possible pour la non-détection de I'arginine et de I'histidine est
gue leur fonctionnalisation pourrait avoir généré plusieurs especes chimiques différentes.
Ceci aurait pu générer des pics multiples avec des aires plus faibles, ayant pour conséquence
de rendre les dérivatifs plus difficiles a détecter car sous la limite de détection. Ces espéces
peuvent étre attribuées a une fonctionnalisation incomplete des acides aminés ou a un
réarrangement des molécules en phase gazeuse (Freissinet et al., 2010). Par exemple,
I’histidine possede plusieurs groupements fonctionnalisables. Ainsi, en cas de
fonctionnalisation incompléte, les dérivatifs de I'histidine peuvent étre mono-, bi- ou tri-
silylés. Si la fonctionnalisation de I’histidine est incompléte, deux ou trois dérivatifs pourraient
co-exister, éluant a différents temps de rétention, et produisant différents spectres de masse
avec des intensités relativement faibles, tombant ainsi sous les limites de détection de ces
COmposeés.

Les acides aminés basiques comme |’arginine, |'histidine et la lysine, sont connus pour
étre les plus difficiles a fonctionnaliser. lls possedent les plus faibles facteurs de réponse a la
fonctionnalisation. lls requiérent un temps de chauffage additionnel pour atteindre le
rendement maximum de fonctionnalisation par silylation au MTBSTFA (Neves and
Vasconcelos, 1987).

L’arginine semble étre I'acide aminé le plus difficile a silyler complétement (Neves and
Vasconcelos, 1987). Les auteurs avancent que la taille du groupement tBDMS empéche la
silylation multiple des atomes d’azote (Neves and Vasconcelos, 1987), faisant sGrement
référence aux multiples atomes d’azote du groupement guanido (H2N=C(NH2)(NH)) (figure II-
13), puisque, comme montré par comparaison des spectres de masses obtenus avec la librairie
de masses spectrales de la NIST, seul un groupement tBDMS peut étre ajouté par groupement
amine. Les composés stériqguement encombrés sont les plus difficiles a silyler (Moldoveanu
and David, 2002). De plus cet acide aminé présente des difficultés dans la prédiction du
schéma de fragmentation, suite a une fonctionnalisation au MTBSTFA (Allen and Ratcliffe,

2009).
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Cet acide aminé est également connu pour produire plus d’un dérivatif dans le cas
d’une fonctionnalisation au MTBSTFA incompléte. Par exemple, Mawhinney et al. (1986) ont
observé la formation de deux pics différents pour I'arginine. Neves and Vasconcelos (1987)
considerent possible pour |'arginine une perte du groupement tBDMS-guanido, par
réarrangement de Mclafferty, conduisant a un ion de m/z = 343 u, suivi du schéma de
fragmentation habituel. Dans le cas d’'une fonctionnalisation incompléte, I'arginine est
expérimentalement connue pour produire plus d’un dérivatif, en générant par exemple les
dérivatifs 3S-tBDMS-arginine et 4S-tBDMS-arginine, avec des ratios m/z de 501 u et 631 u,
respectivement (Ohlund and N&sholm, 2001). Comme précisé au paragraphe 2.2.4.2 (librairie
de masses spectrales et informations structurelles sur les dérivatifs), Allen et Ratcliffe (2009)
ont montré que I'un des dérivatifs possibles de I'arginine possédait une masse molaire de 499
g.mol?, par le clivage du groupement amine a partir du groupement guanido (Allen and
Ratcliffe, 2009). Dans notre chromatogramme de référence, les produits de fragmentation de

tous ces dérivatifs ont été recherchés, mais n’ont pas été trouvés.

Groupement guanidine

H,N H

_NH

OH

Figure 1l-13 : structure de I'arginine, montrant le groupement guanido (ou guanidine)

La difficulté de fonctionnalisation de I'histidine peut également étre liée au fait que
cet acide aminé possede un groupement beta-imidazole (figure 11-14). Or il a été montré que
les composés imidazole silylés sont eux-mémes d’excellents donneurs de la fonction silyle

(Mawhinney et al., 1986). L’histidine est donc probablement facilement sujette a la
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désilylation de son groupement imidazole silylé, limitant sa détection par CPG-SM. Et en effet,
les réactions de silylation sont communément réversibles, le sens de déplacement de
I’équilibre étant gouverné par des facteurs thermodynamiques (Moldoveanu and David,

2002).

Groupement imidazole

OH

Figure 1l-14: structure de I'histidine, montrant le groupement imidazole lié au carbone béta de I'acide

aminé (le carbone alpha étant le carbone porteur des fonctions amine et carboxyle)

Mawhinney et al. (1986) ont montré que I'emploi de MTBSTFA contenant 1,0% de
tBDMS-CI (chlorure de silyle) empéchait la détection des acides aminés basiques (arginine et
histidine), indiquant que le chlorure de silyle interférait avec leur fonctionnalisation. Ainsi, la
présence d’ions ClI" résultant de I’hydrolyse au HCl pourrait également expliquer dans notre
cas la non-détection de ces deux acides aminés. Nous verrons par la suite (cf. paragraphes

2.4.2.1 et 2.4.2.2) que cette hypothése possede des implications plus importantes.

En guise de remarque, I'arginine et I'histidine sont présents dans le chromatogramme
de la figure 1l-7, car pour cette expérience, réalisée a posteriori, le volume prélevé de la
solution standard était de 100 pL au lieu de 10 pL, ayant pour résultat que les quantités

détectées ne tombent pas sous la ligne de base
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2.3.2) Influence de la procédure d’hydrolyse sur les quantités d’acides

aminés (protocole n°1)

Nous avons tout d’abord testé I'influence de I’hydrolyse acide en phase liquide (24 a
100°C) sous atmosphere inerte sur le recouvrement des acides aminés. A notre connaissance,
aucune étude ne s’est intéressée a la dégradation des acides aminés libres pendant I’hydrolyse
acide en phase liquide sous atmosphere inerte.

Le chromatogramme obtenu apres hydrolyse est présenté en figure II-15. Les quinze

acides aminés détectés lors de I'analyse de la référence sont toujours détectés ici.
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Temps de rétention (min)

Figure 1I-15 : Analyse chromatographique de la solution hydrolysée selon le protocole n°1, montrant
les acides aminés séparés. Fonctionnalisation avec 10 uL MTBSTFA, 20 uL DMF, 15 min a 75°C.
Injection de 0,5 pL du mélange. Paramétres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, source MS 200°C,
colonne 120°C durant 10 min, rampe 3°C/min jusqu’a 250°C, puis deuxiéeme rampe de 10°C/min
jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C. Gamme de détection, m/z de 50 a 650 u.

1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-
Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Tyr, 16: L-Cys. A, X, Y : pics non

identifiés.

Aprés mesure des ratios des aires des pics chromatographiques des acides aminés sur

I’aire du pic de I’étalon interne, et comparaison de ces résultats (protocole n°1) avec ceux de

la référence, nous pouvons observer que seul un acide aminés n’a subi aucune perte : la lysine.
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Une réduction des quantités — ne pouvant étre expliquée par la variabilité des résultats
(c’est-a-dire que les écart-types de la référence et de I’hydrolyse ne se recoupent pas) — a été
observée pour neuf acides aminés sur les 15 détectés : I'alanine, la valine (le moins affecté,
11.9%), la leucine, l'isoleucine, la méthionine, la sérine, la thréonine, la phénylalanine, et la

cystine (le plus affecté, 66.3%) (tableau II-3, figure 1I-16 et figure 11-17).

Acide aminé Référence HCI 6M, 100°C, 24h

A|r.e AA/ ETR (%) Alr.e AA/ ETR (%) Pourc. ETR (%)

Aire El Aire El Perte

Alanine 2,19 3,20 191 8,53 12,93 55,15
Glycine 1,64 4,15 1,60 5,46 2,23 266,30
Valine 2,23 3,54 1,96 3,08 11,89 30,46
Leu cine 2,43 3,14 1,98 5,36 18,40 24,61
Isoleucine 2,44 3,61 2,05 2,40 15,88 20,24
Proline 1,88 6,08 1,42 27,63 24,50 78,82
Methionine 1,90 5,37 0,96 11,93 49,39 12,04
Sérine 2,46 7,33 1,61 19,41 34,29 35,80
Thréonine 2,71 4,40 1,50 39,36 44,81 44,16
Phénylalanine 2,26 12,15 1,72 4,24 24,14 35,01
Acide aspartique 2,03 14,64 1,74 9,03 14,34 93,05
Acide glutamique 1,32 23,20 1,09 20,28 17,29 143,87
Lysine 0,60 19,88 0,62 26,87 -3,33 -927,51
Tyrosine 1,86 39,40 1,29 16,17 30,58 121,29
Cystine 0,02 12,19 0,01 19,46 66,26 33,68

Tableau II-3 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type
relatif (ETR) (en %), pour la référence et le protocole n°1. Le pourcentage de perte, ainsi que son
écart-type, est donné pour le protocole d'hydrolyse. L’écart-type relatif des pourcentages de perte
pour la lysine posséde des valeurs aberrantes (malgré des écart-types raisonnables sur les ratios aire
AA / aire El), cela est probablement di au fait que la référence pour cet acide aminé n’est constitué

gue de deux réplicats (pour un des trois réplicats, la lysine n’a pas été détectée).
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Figure II-16 : Comparaison relative des quantités d’acides aminés (aire du pic de I'acide aminé / aire
du pic de I'étalon interne; +SD) pour la référence (barres blanches) et pour I’hydrolyse au HCl 6M,
100°C, 24h (protocole n°1) (barres noires) ; pour (A) alanine, glycine, valine, leucine, isoleucine,
proline, methionine, serine, threonine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, lysine, tyrosine, et

(B) cystine.
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Figure 1I-17 : Pourcentage relatif de perte (+SD) apres hydrolyse acide avec chauffage 24h a 100°C
(protocole n°1) pour I'alanine, glycine, valine, leucine, isoleucine, proline, methionine, serine,

threonine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, tyrosine et cystine.

Tous les autres acides aminés semblent avoir subi des pertes : les quantités de glycine,
proline, acide aspartique, acide glutamique et tyrosine sont réduites apres hydrolyse.

Cependant, les barres d’erreur de la référence et de I’échantillon hydrolysé sont relativement
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importantes, a tel point qu’elles se recoupent. Pour ces cinq acides aminés, il faudra donc
également considérer I’hypothése d’une variabilité des résultats entre réplicats qui
expliquerait cette différence dans les quantités. Toutefois, il est important de remarquer que
malgré cette variabilité, les résultats montrent toujours une diminution des quantités aprées

hydrolyse.

Le pic X est le méme que celui de la figure lI-11, et on peut observer qu’il est beaucoup
plus abondant apres hydrolyse. Le fait que ce pic ne soit pas identifiable par la NIST pourrait
possiblement provenir du fait qu’il est constitué de multiples espéces co-éluant.

Il pourrait provenir du N-méthyltrifluoroacétamide, un sous-produit neutre et volatil
(point d’ébullition de 156-157°C) de la réaction de fonctionnalisation (Knapp, 1979).
Cependant, si tel était le cas, il aurait probablement été identifié par la NIST.

Il pourrait également possiblement correspondre a un artéfact résultant de la
modification des analytes sous I'influence du réactif de fonctionnalisation. En effet, lorsque la
silylation est réalisée dans des conditions acides ou basiques, les analytes sensibles aux milieux
acides ou basiques peuvent subir des transformations inattendues. Ce type de transformation
peut aussi étre causé par le réactif lui-méme (Moldoveanu and David, 2002). Cela impliquerait
gue les conditions de I'hydrolyse acide ont favorisé la formation de cet artéfact. Cependant, il
est peu probable que I'’ensemble des acides aminés aient été transformé en le méme artéfact.
De plus, chaque acide aminé aurait pa étre transformé en plusieurs artéfacts différents. Pour
exemple, Moldoveanu et David (2002) ont montré que la fonctionnalisation du (B-D-
glucopyranose avec du MTBSTFA (contenant 1% de tertbutyldiméthylchlorosilane, TBDMCS)
dans du DMF produisait quatre pics d’aires égales, avec des spectres de masse similaires.

Un type différent d’artéfact peut étre généré par une réaction inattendue entre
I'analyte et le solvent utilisé pendant la silylation. Moldoveanu et David (2002) donnent un
exemple ol le DMF réagit avec un groupement amine (figure I1-18). Encore une fois, il est peu

probable que I'ensemble des acides aminés aient produit le méme artéfact (pic X).
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oH H O—Si(CHas
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Figure 11-18 : production d’un artéfact par réaction entre un analyte, I'agent de silylation, et le solvant

(DMF) (source : Moldoveanu and David, 2002)

Le pic A pourrait correspondre quant a lui a I'acide propanoique (RSI 902, donc une
excellente correspondance), et pourrait étre le produit de dégradation de n’importe quel

acide aminé qui aurait perdu son groupement amine par désamination et sa chaine latérale.

Parmi les acides aminés pour lesquels la réduction des quantités ne fait aucun doute
(c’est-a-dire que les écart-types de la référence et de I'hydrolyse ne se recoupent pas) on
trouve, par ordre décroissant : la cystine (66,3%), la méthionine (49,4%), la thréonine (44,8%),
la sérine (34,3%), la phénylalanine (24,1%), la leucine (18,4%), I'isoleucine (15,9%), I’alanine
(12,9%), et la valine (11,9%).

Dans la littérature, la cystine, la thréonine et la sérine (Hirs et al., 1954; Moore and
Stein, 1963) ; et la méthionine (si le tube n’est pas évacué ou sous atmospheére inerte (Tsugita
et al., 1987), sont connus pour étre les plus facilement dégradés lors de I'hydrolyse.

La cystine a pu étre oxydée ou réduite (cassure du pont disulfure pour donner de la
cystéine) (Barkholt and Jensen, 1989; Tsugita et al., 1987). Cependant on n’a pas trouvé de
cystéine, ce qui pourrait s’expliquer par le fait qu’elle peut étre fortement dégradée et non
détectable apres une hydrolyse acide (Fountoulakis and Lahm, 1998; Roach and Gehrke, 1970)

La dégradation de la méthionine a déja été relatée dans la littérature. La production
de I'un des produits de sa dégradation, la glycine (Osono et al., 1955 dans Roach and Gehrke,
1970), aurait pu expliquer nos faibles pertes en glycine. D’autres produits de sa dégradation
incluent I’homocystine et ’lhomocystéine (Osono et al., 1955, dans Roach and Gehrke, 1970).
De plus, la méthionine est connue pour étre oxydée si le tube d’hydrolyse n’est pas sous vide
/ atmosphére inerte (Tsugita et al., 1987 ; Finley, 1985, dans Darragh et al., 1996). L’ajout de
2-mercaptoethanol au HCl avant hydrolyse permet d’éviter son oxydation (Ozols, 1990).
Cependant, nous pouvons écarter I'hypothése de 'oxydation, puisque nous avons travaillé
sous atmosphere inerte d’argon.
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Les pertes en sérine et la thréonine ne sont pas surprenantes, ces acides aminés étant
bien connus pour étre facilement dégradés et avoir de faibles taux de recouvrement (e.g., Hirs
et al., 1954; Rees, 1946; Roach and Gehrke, 1970; Tsugita et al., 1987), a cause de leur
dégradation par déshydratation (Tsugita et al., 1987). Cependant, habituellement, les pertes
sont aux alentours de 10 et 5% respectivement (Moore and Stein, 1963; Ozols, 1990), alors
gue dans notre cas, nous obtenons des pertes de 34,3% et 44,8%, respectivement. Méme en
prenant en compte les barres d’erreur, c’est plus que mentionné dans la littérature. Nous
pouvons en tout cas écarter I’hypothése d’une pureté non suffisante du HCI (Rees, 1946, Hirs,
1954 ; dans Roach and Gehrke, 1970). En effet, nous avons utilisé pour solution mere du HCI
37% « laboratory reagent grade » (de la marque Fisher Scientific), dilué a 6M avec de |'eau
ultrapure.

Les pertes de phénylalanine, leucine, isoleucine, alanine, et valine, sont plus
surprenantes, car ces acides aminés ne sont pas connus pour étre particulierement dégradés

au cours de I’hydrolyse.

Les acides aminés suivants sont ceux pour lesquels les pertes pourraient
potentiellement étre expliquées par la variabilité entre expériences ; bien gu’il faille garder a
I'esprit que si la variabilité seule expliquait nos résultats, nous n’observerions probablement
pas le méme comportement de perte pour tous les acides aminés : la tyrosine (30,6%), la
proline (24,5%), I'acide glutamique (17,3%), I'acide aspartique (14,3%), et la glycine (2.2%). Il
semble donc bien y avoir une baisse des quantités pour tous les acides aminés mentionnés.

Dans la littérature, les acides aspartique et glutamique et la proline sont connus pour
étre facilement dégradés lors de I’'hydrolyse, mais dans une moindre mesure que la cystine, la
tyrosine, la sérine, la thréonine et la méthionine (Hirs et al., 1954).

La tyrosine est en effet connue pour étre entierement détruite (Light and Smith, 1963,
dans Roach and Gehrke, 1970) bien que certains ont observé qu’elle n’était pas affectée (Lugg,
1938, dans Roach and Gehrke, 1970). Sa destruction peut étre limitée grace a l'utilisation
d’'une atmosphere inerte lors de I'hydrolyse (Roach and Gehrke, 1970). Il est également
possible d’éliminer les traces d’air dissous dans le HCI grace a une étape de solidification (par
diminution de la température), fusion et dégazage (étape rajoutée lors de la mise des tubes
sous vacuum, cf. Moore and Stein, 1963). Une autre solution est I'ajout de phénol a 0.1% w/v

(Sanger and Thompson, 1963, dans Tsugita et al., 1987; Ozols, 1990). Cependant, tout comme
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ci-dessus pour la méthionine, nous pouvons écarter cette hypothése, puisque nous avons
travaillé sous atmosphere inerte. De plus, si la tyrosine avait été oxydée, nous aurions trouvé
son produit de chlorination oxydative ; c’est-a-dire la 3-chlorotyrosine.

Il semble que la proline puisse présenter une possibilité de dégradation (Roach and
Gehrke, 1970).

Pour l'acide aspartique et |'acide glutamique, une décomposition possible a été
proposée par Hirs et al. (1954). Les auteurs ne donnent pas plus de détails, mais nous
pourrions imaginer une décomposition par décarboxylation ou désamination.

Les pertes de glycine sont surprenantes, car cet acide aminé n’est pas connu pour étre

particulierement facilement dégradé lors de I’hydrolyse.

Si oxydation il y a, I'oxydation des composés alors qu’on a employé une atmosphere

inerte pourrait étre causée par une oxydation par HO.

Le seul acide aminé pour lequel on n’a pas eu de pertes est la lysine. Il est d’ailleurs

considéré comme le plus stable des acides diaminés (Roach and Gehrke, 1970).

Pour résumer, nous pouvons observer une diminution des quantités (par comparaison
entre la référence et I’échantillon hydrolysé) de I'ensemble des acides aminés, sauf la lysine.
Sur les 14 acides aminés pour lesquels il y a eu des pertes (perte moyenne d’environ 26%, plus
ou moins environ 13%), nous pouvons affirmer que pour neuf d’entre eux (I'alanine, la valine,
la leucine, I'isoleucine, la méthionine, la sérine, la thréonine, la phénylalanine, et la cystine)
ces pertes ne peuvent pas seulement s’expliquer par la variabilité des résultats. On ne peut
pas réfuter I’hypothese que pour les cing restants (la tyrosine, la proline, I'acide glutamique,
I'acide aspartique et la glycine), les pertes pourraient s’expliquer par les importantes barres
d’erreur, cependant, si la variabilité seule expliquait réellement nos résultats, nous
n’observerions probablement pas ce comportement généralisé de réduction des quantités

apres hydrolyse.

Ces résultats sont intéressants puisque certains acides aminés ont déja été détectés
dans des météorites grace a I’hydrolyse au HCl 6M en phase liquide. C'est notamment le cas

des acides aspartique et glutamique, de la glycine, I'alanine I'isoleucine, la sérine, la valine,
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I'isoleucine et la leucine (Ehrenfreund et al., 2001; Kvenvolden et al., 1970; Monroe and
Pizzarello, 2011; Pizzarello and Groy, 2011). Il est d’ailleurs intéressant de remarquer que quel
que soit le protocole d’hydrolyse utilisé, tous les acides aminés analysés ici ont été trouvés

dans des météorites, excepté la lysine et la cystine (Burton et al., 2012).

Il est également intéressant de chercher a savoir si cette diminution des quantités
d’acides aminés se produit également dans le cas de I’hydrolyse acide au HCI 6M en phase
vapeur. Glavin et al. (2010) ont soumis un standard d’acides aminés au méme protocole
d’extraction aqueuse et d’hydrolyse acide en phase vapeur que celle réalisée sur leurs
échantillons de météorites, et n’ont observé aucune décomposition ou dégradation

thermique des acides aminés.

Nous avons ensuite souhaité savoir si la perte observée était réduite lorsque les acides
aminés étaient soumis au méme potocole (protocole n°1), cette fois sans I'étape 2 (chauffage
a 100°C pendant 24h). Le HCI 6M a été évaporé immédiatement apres I'addition a la solution
d’acides aminés. Le reste du protocole est identique au protocole n°1. Ainsi, nous pouvons
déterminer a quel degré cette perte en acides aminés est causée par |'étape de chauffage a

100°C pendant 24h.

2.3.3) Influence du chauffage pendant la procédure d’hydrolyse

(protocole n°2)

Nous avons donc testé I'influence de I'hydrolyse en phase liquide sur le recouvrement
des acides aminés, cette fois en évaporant le HCI 6M directement apres son ajout a la solution
séchée d’acides aminés. Nous avons donc appelé cette procédure un « contact a froid ». Aprés
ajout du HCI au vial contenant les acides aminés sous forme de résidu, le vial est placé a
I’évaporation. L’évaporation du millilitre de HCI prend environ deux heures, ce qui correspond
au temps de contact entre les acides aminés et le HCl 6 M.

A notre connaissance, aucune étude n’a mesuré la perte en acides aminés lors d’un

contact avec une solution non chauffée de HCl 6M pendant un court laps de temps.
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Le chromatogramme obtenu est qualitativement le méme que celui obtenu suite au
protocole n°1 (figure II-15) et contient les mémes pics chromatographiques aux mémes temps

de rétention (figure 11-19).

Aprés mesure des ratios des aires des pics chromatographiques des acides aminés sur
I'aire du pic de I’étalon interne, et comparaison de ces résultats (protocole n°2) avec ceux de
la référence, nous pouvons observer que seule la lysine n’a subi aucune perte suite a
I’hydrolyse (tableau lI-4, figure II-20, figure 11-21), ce qui était déja le cas lors du protocole n°1.

Une réduction des quantités —ne pouvant étre expliquée par la variabilité des résultats
(c’est-a-dire que les écart-types de la référence et de I’hydrolyse ne se recoupent pas) — a été
observée pour 9 acides aminés sur les 15 détectés (pourcentages de pertes indiqués entre
parenthéses, par ordre décroissant) : I'alanine (22,34%), la glycine (le moins affecté : 11.4%),
la valine (19,30%), la leucine (25,14%), I'isoleucine (23,74%), la méthionine (26,60%), la sérine
(29,29%), la thréonine (le plus affecté : 33.9%), et la phénylalanine (27,83%) (tableau 1l-4,
figure 11-20, figure 11-21).

Les acides aminés restants semblent avoir subi des pertes : les quantités de cystine
(28,13%), proline (17,07%), tyrosine (16,73%), acide aspartique (15,82%), et acide glutamique
(9,21%) sont réduites aprés hydrolyse. Cependant, les barres d’erreur de la référence et de
I’hydrolyse sont trop importantes pour que cette différence ne soit pas explicable par une
simple variation des résultats, et ces résultats ne peuvent donc pas nous permettre
d’interpréter cette perte comme une conséquence certaine de I’hydrolyse seule.

Comme précédemment les pics X et A sont également présents.

Les interprétations concernant les raisons des pertes en acides aminés et les solutions
proposées sont les mémes qu’au paragraphe 2.3.2.

Pour résumer, lors de cette procédure de contact a froid, quatorze acides aminés sur
les quinze ont subi des pertes, avec une perte moyenne d’environ 26%, plus ou moins environ

11%.
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Figure 1I-19: Analyse chromatographique de la solution soumise au protocole n°2, montrant les

acides aminés séparés. Fonctionnalisation avec 10 uL MTBSTFA, 20 pL DMF, 15 min a 75°C. Injection

de 0,5 pL du mélange. Paramétres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, detecteur 200°C, colonne

120°C 10 min, rampe 3°C/min jusqu’a 250°C, deuxiéme rampe 10°C/min jusqu’a 300°C, isotherme 5

min a 300°C. Gamme de détection, m/z de 50 a 650 u.

1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-

Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Tyr, 16: L-Cys. A, X, Y : pics non

identifiés.

Acide aminé Référence HCI 6M, T° ambiante, Oh

A|r.e AA/ ETR (%) Alr.e AA/ ETR (%) Pourc. ETR (%)

Aire EI Aire EI Perte

Alanine 2,19 3,20 1,70 3,59 22,34 15,25
Glycine 1,64 4,15 1,45 3,99 11,39 40,13
Valine 2,23 3,54 1,80 3,06 19,30 17,30
Leu cine 2,43 3,14 1,82 2,98 25,14 11,77
Isoleucine 2,44 3,61 1,86 3,94 23,74 15,40
Proline 1,88 6,08 1,56 14,45 17,07 69,69
Methionine 1,90 5,37 1,39 4,56 26,60 18,03
Sérine 2,46 7,33 1,74 5,43 29,29 20,24
Thréonine 2,71 4,40 1,79 13,12 33,89 24,60
Phénylalanine 2,26 12,15 1,63 4,55 27,83 29,44
Acide aspartique 2,03 14,64 1,71 5,01 15,82 74,72
Acide glutamique 1,32 23,20 1,20 8,75 9,21 237,29
Lysine 0,60 19,88 0,59 33,71 1,31 2715,94
Tyrosine 1,86 39,40 1,55 10,15 16,73 255,05
Cystine 0,02 12,19 0,01 26,18 28,13 67,94

Tableau 1l-4 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type

relatif (ETR) (en %), pour la référence et le protocole n°2. Le pourcentage de perte, ainsi que son
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écart-type est donné pour le protocole d'hydrolyse. La cause de la valeur aberrante de I'écart-type
relatif des pourcentages de pertes pour la lysine est la méme que celle avancée au tableau II-3 (deux

réplicats seulement pour la référence).

Quantités d'acides aminés 0,02
CRéférence

0,015

O Hydrolyse (protocole n°2) 0,01
0,005

3 0

23 =8 23 qL
+ + 1L
T 2
£ b ™ ] B u + Jr s
. H H
<V
<
<
< 1
0,5
0
Ala Gly Val Leu lle Pro Met Ser Thr Phe Asp Glu Lys Tyr

Figure 11-20 : Comparaison des quantités d’acides aminés (aire du pic de I’acide aminé / aire du pic de
I’étalon interne; £SD) pour la référence (barres blanches) et aprées contact avec une solution de HCl
6M (protocole n°2 (barres grises) ; pour (A) alanine, glycine, valine, leucine, isoleucine, proline,
methionine, serine, threonine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, lysine, tyrosine, et (B)

cystine.

100 Pourcentages de perte
O Hydrolyse (protocole n°2)
80
60
40
20 } W { l
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-20
-40

Figure 1I-21 : Pourcentage de perte (+SD) aprés contact rapide et a froid avec une solution de HCl 6M
(protocole n°2) pour I'alanine, glycine, valine, leucine, isoleucine, proline, methionine, serine,

threonine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, tyrosine et cystine.
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2.3.4) Résumé et comparaison des protocoles n°1 et 2

Les acides aminés qui étaient déja affectés par I'hydrolyse traditionnelle (barres
d’erreur de la référence et de I'hydrolyse ne se recoupant pas) I'ont aussi été par I’hydrolyse
a froid, sauf pour la cystine (tableau II-5, figure I1-22). Cela pourrait étre dG au fait que I'énergie
requise pour casser le pont disulfure n’était pas suffisante (énergie de dissociation de liaison
de 60 kcal.mol?; Liet al., 2011).

De maniére surprenante, la glycine, qui n’était pas affectée par I’hydrolyse
traditionnelle (protocole n°1), I'a été par I’hydrolyse a froid (tableau II-5, figure 1I-22). Les
pertes en glycine sont plus importantes de 9,2% suite a I’hydrolyse a froid (protocole n°2).

L’hydrolyse a froid a également causé des pertes plus importantes pour la valine (7.4%
de plus), I'isoleucine (7.9% de plus) et la leucine (6,7% de plus).

Ces résultats surprenants pourraient s’expliquer par les pertes plus importantes de
méthionine observées suite au protocole n°1. En effet, I'hydrolyse a froid a causé moins de
pertes pour la méthionine (22.8% de moins). Il est possible que lors du protocole n°1, la
méthionine soit dégradée en glycine (Osono et al., 1955, dans Roach and Gehrke, 1970), et
nous pouvons proposer I’hypothése que cette derniére puisse également étre dégradée en
valine, isoleucine et leucine. De plus, d’autres acides aminés que la méthionine pourraient
également étre dégradés pour former de la glycine, valine, isoleucine et leucine. Ainsi, il est
possible que I'observation surprenante de pertes moins importantes pour ces acides aminés,
lors de I’hydrolyse a froid, soit explicable par la dégradation de certains acides aminés a forte
masse moléculaire (par exemple la méthionine, la cystine, la tyrosine, 'acide glutamique, la
proline) en ces acides aminés a plus faible masse moléculaire. Leurs quantités finales
mesurées auraient été augmentées, dissimulant des pertes aussi importantes que lors de
I’"hydrolyse a froid.

Finalement, dans le cas des acides aminés ayant subi plus de pertes lors du protocole
n°2 que du protocole n°1 (barres d’erreur des deux protocoles ne se recoupant pas), la
différence entre la valeur minimale que peut prendre la moyenne de la quantité (limite
inférieure de la barre d’erreur) de I'acide aminé ayant subi moins de perte, n’est que trés peu
éloignée de la valeur maximale que peut prendre la moyenne de la quantité (limite supérieure
de la barre d’erreur) de I'acide aminé ayant subi plus de pertes (figure 11-22). Par ailleurs, les
écart-types de pourcentages de pertes (calculés de maniére a prendre en compte la variabilité
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des valeurs sur la référence et les hydrolyses) montrent que pour les acides aminés ayant subi
plus de pertes lors du protocole n°2, seule I'isoleucine posséde des écart-types qui ne se
recoupent pas (figure 11-23). Ces résultats sont donc a considérer avec prudence.
Idéalement, il aurait fallu réaliser un test de Student afin de déterminer si les
moyennes sont vraiment significativement différentes entre les deux protocoles d’hydrolyse.
Pour tous les autres acides aminés, I'importance des barres d’erreurs ne permet pas
de conclure quant a une différence significative dans la quantité de pertes entre les deux

hydrolyses (tableau II-5, figure 11-22).

Pour la sérine et la thréonine, les barres d’erreur sont plus importantes dans le cas de
I’hydrolyse traditionnelle que dans le cas de I’hydrolyse a froid. Cela pourrait indiquer que le
chauffage pendant 24h réduit la réplicabilité de la procédure d’hydrolyse pour ces deux acides
aminés facilement dégradés lors de I’"hydrolyse (tableau II-5, figure 11-22).

Excepté pour la cystine et la méthionine, qui ont subi des pertes plus importantes lors
de I'hydrolyse traditionnelle (discutable pour la cystine, puisque les barres d’erreurs des
protocoles n°1 et n°2 se recouvrent), I'étape de chauffage ne semble pas avoir eu avoir
d’influence sur le degré de perte des acides aminés, et les pertes semblent avoir lieu dés que
le HCI est mis au contact des acides aminés. La cystine et la méthionine sont les deux acides
aminés qui ont montré le plus de pertes au cours de I'hydrolyse traditionnelle, il n’est donc
pas surprenant qu’ils se soient montrés les plus sensibles a I’étape de chauffage (c’est-a-dire
ayant le plus de réduction de pertes lors du protocole n°2). L'étape de chauffage est
probablement essentielle a I'analyse des acides aminés provenant de la matrice météoritique,
comme c’est le cas pour I'extraction des acides aminés a partir des protéines —extraction étant
a l'origine de celle qui nous intéresse (par exemple, Roache & Gehrke, 1970) — il est donc
intéressant de remarquer que cela n’affecte que deux acides aminés a une plus grande

échelle.

Pour résumer, I'hydrolyse a chaud (protocole n°1) a entrainé une perte moyenne
d’environ 26% (plus ou moins environ 13%), alors que le contact a froid (protocole n°2) a
entrainé une perte moyenne d’environ 22% (plus ou moins environ 11%), soit une différence

d’environ 4%. Cette différence pourrait s’expliquer par une hydrolyse partielle plus
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importante des acides aminés lors de I’hydrolyse a 100°C pendant 24h, par comparaison avec

le protocole n°2.

Acide aminé Référence HCI 6M, 100°C, 24h HCI 6M, T° ambiante, Oh

Alr.e AA/ ETR (%) Alr.eAA/ ETR (%) Pourc. ETR (%) Alr.e AA/ ETR (%) Pourc. ETR (%)

Aire EI Aire EI Perte Aire EI Perte

Alanine 2,19 3,20 1,91 8,53 12,93 55,15 1,70 3,59 22,34 15,25
Glycine 1,64 4,15 1,60 5,46 2,23 266,30 1,45 3,99 11,39 40,13
Valine 2,23 3,54 1,96 3,08 11,89 30,46 1,80 3,06 19,30 17,30
Leu cine 2,43 3,14 1,98 5,36 18,40 24,61 1,82 2,98 25,14 11,77
Isoleucine 2,44 3,61 2,05 2,40 15,88 20,24 1,86 3,94 23,74 15,40
Proline 1,88 6,08 1,42 27,63 24,50 78,82 1,56 14,45 17,07 69,69
Methionine 1,90 5,37 0,96 11,93 49,39 12,04 1,39 4,56 26,60 18,03
Sérine 2,46 7,33 1,61 19,41 34,29 35,80 1,74 5,43 29,29 20,24
Thréonine 2,71 4,40 1,50 39,36 44,81 44,16 1,79 13,12 33,89 24,60
Phénylalanine 2,26 12,15 1,72 4,24 24,14 35,01 1,63 4,55 27,83 29,44
Acide aspartique 2,03 14,64 1,74 9,03 14,34 93,05 1,71 5,01 15,82 74,72
Acide glutamique 1,32 23,20 1,09 20,28 17,29 143,87 1,20 8,75 9,21 237,29
Lysine 0,60 19,88 0,62 26,87 -3,33 -927,51 0,59 33,71 1,31 2715,94
Tyrosine 1,86 39,40 1,29 16,17 30,58 121,29 1,55 10,15 16,73 255,05
Cystine 0,02 12,19 0,01 19,46 66,26 33,68 0,01 26,18 28,13 67,94

Tableau II-5 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type

relatif (ETR) (en %), permettant la comparaison de la référence, du protocole n°1 et du protocole n°2.

Les pourcentages de pertes, ainsi que leurs écart-types, sont donnés pour les protocoles d'hydrolyse.

[JRéférence

B Hydrolyse (protocole n°1)
O Hydrolyse (protocole n°2)
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Figure II-22. Comparaison des quantités d’acides aminés (aire du pic de I'acide aminé / aire du pic de

I’étalon interne; £SD) pour la référence (barres blanches), le protocole n°2 (barres gris foncé) et le

protocole n°3 (barres gris clair) ; pour (A) alanine, glycine, valine, leucine, isoleucine, proline,

methionine, serine, threonine, phenylalanine, aspartic acid, glutamic acid, lysine, tyrosine, et (B)

cystine.
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Figure 11-23. Pourcentage de perte aprés hydrolyse au HCL 6M, 100°C, 24h (protocole n°1) et contact
a froid avec la solution de HCl 6M (barres gris foncé et gris clair, respectivement) pour I’alanine,
glycine, valine, leucine, isoleucine, proline, methionine, serine, threonine, phenylalanine, aspartic

acid, glutamic acid et tyrosine.

HCI 6M, 100°C, 24h (protocole n°1) HCI 6M, T° ambiante, Oh (protocole n°2)
Acide aminé
% perte % recouvrement ET % perte % recouvrement ET

Alanine 12,93 87,07 7,13 22,34 77,66 3,41
Glycine 2,23 97,77 5,93 11,39 88,61 4,57
Valine 11,89 88,11 3,62 19,30 80,70 3,34
Leu cine 18,40 81,60 4,53 25,14 74,86 2,96
Isoleucine 15,88 84,12 3,21 23,74 76,26 3,66
Proline 24,50 75,50 19,31 17,07 82,93 11,90
Methionine 49,39 50,61 5,95 26,60 73,40 4,80
Sérine 34,29 65,71 12,27 29,29 70,71 5,93
Thréonine 44,81 55,19 19,79 33,89 66,11 8,34
Phénylalanine 24,14 75,86 8,45 27,83 72,17 8,19
Acide aspartique 14,34 85,66 13,34 15,82 84,18 11,82
Acide glutamique 17,29 82,71 24,87 9,21 90,79 21,86
Lysine -3,33 103,33 30,85 1,31 98,69 35,59
Tyrosine 30,58 69,42 37,10 16,73 83,27 42,67
Cystine 66,26 33,74 22,32 28,13 71,87 19,11

Tableau II-6: pourcentages de perte et de recouvrement (100 — pourcentage de perte), et écart-types

de ces pourcentages, pour les protocoles n°1 et n°2

2.3.5) Influence des sels générés pendant I’hydrolyse (protocole n°3)

Dans le but d’investiguer si les pertes relevées aux paragraphes précédents pourraient

étre dues a une destruction des acides aminés au contact avec HCl, ou a une inhibition de la
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réaction de fonctionnalisation par la présence de sels, une quantité connue de fluorovaline a
été ajoutée aux échantillons, juste avant I'étape de fonctionnalisation. Si les sels sont en cause,
alors le rendement de fonctionnalisation de la fluorovaline devrait étre affecté de la méme
maniére que les autres acides aminés.

Les ratios des aires de la fluorovaline sur 'aire de I'étalon interne ont été comparés
aux mémes ratios obtenus pour une référence (fluorovaline diluée un volume de 1 mL de HCL
0,1M, puis évaporée et fonctionnalisée).

En utilisant trois réplicats pour la référence (ratio « aire de la fluorovaline / aire de
I’étalon interne » moyen de 1,31 +0,02 ; soit un écart-type relatif de 1,2%) et quatre réplicats
pour I'expérience (ratio « aire de la fluorovaline / aire de I’étalon interne » moyen de 1,34
+0,12 ; soit un écart-type relatif de 8,8%), nous avons obtenu un recouvrement de 102,1%
(£9%). Ainsi, il semblerait que les sels ne réduisent pas le rendement de la fonctionnalisation
de la fluorovaline. Ce résultat pourrait étre étendu a tous les autres acides aminés, ce qui
indiquerait que c’est la dégradation des acides aminés lors d’un contact (méme a froid) avec
le HCl 6M qui entraine des pertes en acides aminés. Il est intéressant de remarquer qu’encore
une fois, la présence de sels semble augmenter la variabilité entre les réplicats.

Cependant, I'écart-type du recouvrement de la fluorovaline n’est pas négligeable : il
pourrait impliquer un recouvrement minimal de la fluorovaline de 93,1%, soit une perte
maximale de 6,9% causée par les sels uniguement, ce qui n’est pas si éloigné de certains
pourcentages de pertes obtenus sur les autres acides aminés (par exemple, 2,23% pour la
glycine, 9,2% pour I'acide glutamique, ou encore 1,31% pour la lysine).

Ainsi, bien que nos résultats indiquent que le recouvrement de la fluorovaline n’est pas
affecté par les sels présents dans le vial, le nombre de réplicats est trop faible au vu de la
variabilité des résultats pour pouvoir conclure de maniere sire. Il serait nécessaire de produire
de nouveaux réplicats afin de pouvoir conclure.

Il est également possible que la fluorovaline ne réponde de la méme maniere que les
autres acides aminés, possiblement a cause de la présence d’'un atome de fluor dans sa
structure.

Idéalement, une purification des échantillons avant fonctionnalisation devrait étre
réalisée afin d’étre sGr que les sels ne causent pas le manque de recouvrement des acides

aminés.
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2.3.6) Comparaison de nos résultats avec les études précédentes

Durée de I'hydrolyse
Acides aminés 20-24h oh
1 2 3 4 5 6 Résumé 8 7 9
Alanine* >98 1018 87+20° 87-101,8 | 87,1¢7,1 77,713,4
Glycine* >98 99,7 112433° 99,7->98 | 97,8t5,9 88,6+4,6
Valine* >98  100,9 84+14 84-100,9 | 88,1t3,6 80,7+3,3
Leucine* 98,8 9219 92-98,8 | 81,6t4,5 74,9%3,0
Isoleucine* >98  102,9 9148 91-102,9 | 84,1%3,2 76,313,7
Proline* >98 94,6 94,6 ->98 | 75,5¢19,3 82,9+11,9
Methionine 90,6 8819 88-90,6 | 50,6£5,9 73,4+4,8
Sérine* 89,5 91,1 90,5 =~90 118#21 83,7 | 83,7-118 |65,7+12,3| 986 | 70,7%5,9
Thréonine* 94,7 93,2 =95 92,4 | 92,4-=~95 |552+19,8| 98,7 | 66,118,3
Phénylalanine* 97,7 87+11 87-97,7 | 75,94,8,5 72,218,2
Acide aspartique* 98,9 88+9° 98,9 85,7+13,3 84,2+11,8
Acide glutamique* 100,7 124+28° 100,7 82,7+24,9 90,8+21,9
Lysine 97,4 97,4 103,3430,9 98,7+35,6
Tyrosine* 100 =95 89,7 | 89,7-100 |69,4+37,1| 973 |83,342,7
Cystine 97,1 =95 96,2 | ~95-97,1 |33,7¢+22,3| 104 |71,9+19,1

Tableau II-7 : recouvrement (%) des acides aminés lors de de I’hydrolyse au HCl en phase liquide. ?
Alanine plus tyrosine (co-élution) ; ® Glycine plus thréonine (co-élution) ; ¢ Acide aspartique plus
asparagine (désamination) ; ¢ Acide glutamique plus glutamine (désamination). 1. Rees, 1946. HCI
6,5N, 110°C, 24h. 2. Corfield et Robson, 1953. HCI 5,5N, ?°C, 24h. 3. Roach et Gehrke, 1970, Table VI.
HCl 6M, 145°C, 4h (approximativement équivalent a 110°C, 24h; selon les auteurs). 4. Moore et Stein,
1963. HCI 6M, 110°C, 20h. 5. Keil et Kirchman, 1991. HCI 6M, 110°C, 20h. 6. Hirs et al., 1954. HCI 6M,
110°C, 22h. 7. Hirs et al., 1954. HCl 6M, 110°C, Oh (calculé). 8. Cette étude, HCl 6M, 100°C, 24h
(protocole n°1). 9. Cette étude, HCI 6M, T° ambiante, Oh (protocole °2). Les intervalles d'erreurs sont

indiqués lorsqu'ils sont donnés dans les articles. * Acides aminés détectés dans des météorites.

Dans le tableau 1I-7, nous dressons une comparaison de nos résultats avec ceux de la
littérature. Selon les études, pour une hydrolyse en phase liquide pendant 20-24h a 110°C, les
acides aminés sont habituellement recouvrés avec un taux compris entre 71% pour celui ayant
subi le moins de pertes (I'arginine), jusqu’a 118% pour la sérine (ce résultat surprenant indique
encore une fois le probléme de variabilité rencontré lors de I’'hydrolyse d’acides aminés libres).
Par exemple, notre étude sur I’hydrolyse en phase liquide avec étape de chauffage a donné

un recouvrement de 33.7% pour le plus affecté (la cystine), et jusqu’a 103.3% pour la lysine.
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Sur les quinze acides aminés qui ont été quantifiés apres I’hydrolyse acide avec étape de
chauffage, un recouvrement inhabituel (perte) a été observé pour 11 d’entre eux : la leucine,
I'isoleucine, la proline, la méthionine, la sérine, la thréonine, la phénylalanine, I'acide
aspartique, I'acide glutamique, la tyrosine et la cystine (tableau II-7). Parmis ces acides aminés,
certains ont été trouvés dans les météorites, comme |'acide aspartique, I'acide glutamique, la
glycine, l'alanine, l'isoleucine, la sérine, la valine, la leucine (e.g., Burton et al., 2012;
Ehrenfreund et al., 2001; Kvenvolden et al., 1970; Monroe and Pizzarello, 2011; Pizzarello and
Groy, 2011).

A notre connaissance, c’est la premiere fois que le recouvrement des acides aminés a
été évalué expérimentalement aprés un contact a froid avec du HClI 6M liquide. Une plus
grande perte a été trouvée par rapport aux seuls acides aminés qui avaient estimés dans la
littérature : la sérine, la thréonine et la tyrosine (tableau 1I-7). Ceci pourrait étre encore une

fois lié a la grande variabilité des résultats.

2.4) Discussion

Nous pouvons proposer plusieurs interprétations pour expliquer nos résultats. En
effet, la réduction des quantités d’acides aminés (recouvrement inférieur a 100%),
correspondant a une perte moyenne d’environ 26% (plus ou moins environ 13%) aprés
I’hydrolyse traditionnelle (incluant une étape de chauffage a 100°C pendant 24h) (protocole
n°1) peut s’expliquer de plusieurs manieres. La plus évidente est que les acides aminés ont pu
étre dégradés lors de I'hydrolyse acide. Cependant, les résultats obtenus lors d’'une hydrolyse
a froid (c’est-a-dire sans |'étape de chauffage a 100°C pendant 24h) (protocole n°2) sont du
méme ordre de grandeur que ceux obtenus lors de I'hydrolyse traditionnelle (protocole n°1),
voire moindres (d’environ 4%, c’est-a-dire une perte moyenne d’environ 22%, plus ou moins
11%). L’étape de chauffage (100°C, 24h) du protocole n°1 pourrait expliquer la différence de
4% entre les deux protocoles (par dégradation des acides aminés au cours de cette étape),
mais il nous faut encore expliquer la perte moyenne de 22% observée lors du protocole n°2 —
en d’autres termes, le fait que les pertes soient environ du méme ordre de grandeur pour les

deux protocoles.
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Il nous faut donc considérer la possibilité que les pertes en acides aminés observées
lors du protocole n°1 (et par extension lors du protocole n°2) ne sont pas seulement causées
par la dégradation des acides aminés au cours de I'étape de chauffage (qui pourrait cependant
correspondre aux 4% supplémentaires de perte lors du protocole n°1, par comparaison avec
le protocole n°2), mais par un autre facteur, tel qu’une dégradation instantanée entrainée par
un contact (méme rapide) avec le HCl 6M, ou bien une réduction du rendement de la
fonctionnalisation (causée par la présence de sels), ou encore des pertes lors des étapes
d’évaporation, ou des pertes liées a la présence de sels d’ammonium (du NH4Cl est présent
dans la solution commerciale d’acides aminés a la méme concentration que les acides aminés,

2,5 mol.LY).

2.4.1) Hypothése n°1 : dégradation des acides aminés par hydrolyse

La premiere hypotheése envisageable pour expliquer les pertes observées lors des
protocoles n°1 et 2 est une dégradation des acides aminés par hydrolyse (coupure des liaisons
covalentes par I'eau, catalysée par le HCl) (que ce soit lors du protocole n°1, c’est-a-dire un
chauffage pendant 24h a 100°C dans une solution de HCI 6M ; ou du protocole n°2, c’est-a-
dire un contact rapide a froid avec une solution de HCI 6M). Dans ce cas, les interprétations et
solutions données au paragraphe 2.3.2. sont valables. Cependant, les nouvelles molécules
formées a partir de la dégradation supposée des acides aminés n’ont pas été identifiées. Cela
peut vouloir dire que (i) les acides aminés sont dégradés sans production de nouvelles
especes ; (ii) les acides aminés sont dégradés avec production de nouvelles espéces, mais ces
espéces ne sont pas détectées. Ceci pourrait étre le cas si les especes produites sont trés
polaires et donc non séparables par chromatographie en phase gazeuse (non éluées car trop
retenues par la colonne, ou bien restant dans linjecteur) (cependant, I'étape de
fonctionnalisation pourrait en théorie permettre leur détection), ou si elles sont de forte
volatilité (faible masse molaire, faible polarité) et donc éluées en début de programmation de
température, et par conséquent non détectables du fait de nos conditions d’analyse. En effet,
dans notre méthode, le filament du spectrometre de masse n’est allumé qu’a partir de 8
minutes afin de ne pas saturer et oxyder le détecteur avec le MTBSTFA. Finalement, ces

nouvelles espéces pourraient étre en trop faible quantités pour étre détectées.
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Une autre explication pourrait étre la présence de NH4Cl dans la solution standard
d’acides aminés, qui pourrait avoir une influence sur le taux de décomposition des acides
aminés au cours de I'hydrolyse (Fountoulakis and Lahm, 1998). Selon les auteurs, le taux de
décomposition des acides aminés au cours de I’hydrolyse acide dépend de la présence de sels.

Or NHa4Cl est un sel. Cependant, les auteurs ne vont pas plus loin dans leur explication.

Toutefois, plusieurs indices pointent vers une interprétation alternative de ces
résultats.

En effet, les observations ne semblent pas correspondre a celles attendues a partir de
la bibliographie : certains acides aminés censés étre dégradés ne I'ont pas été (e.g. la lysine)
et d’autres I'ont été alors qu’ils ne sont pas connus pour étre habituellement susceptibles a la
dégradation (e.g. alanine, valine). A la place, on semble observer une réduction générale des
guantités pour tous les acides aminés, de plus grande ampleur que dans toutes les études qui
ont été réalisées au préalable.

Il est cependant possible que pour les acides aminés ne semblant pas étre dégradés,
ils aient été produits a partir de d’autres acides aminés se dégradant.

La glycine, par exemple, un des acides aminés ayant subi le moins de pertes lors de nos
analyses (2,2% lors de I'hydrolyse standard, et 11,4% lors de I’hydrolyse a froid) peut étre
produite lors de |la dégradation de la méthionine (Osono et al., 1955, dans Roach and Gehrke,
1970) (Roach et Gehrke ne donnent pas de précision sur le mécanisme de dégradation de la
méthionine en glycine, mais nous pouvons imaginer une perte de la chaine latérale). Or, la
méthionine est I'un des acides aminés ayant subi le plus de pertes lors de nos analyses (49,4%
lors de I’hydrolyse standard, et 26,6% lors de I'hydrolyse a froid). De plus, la dégradation plus
importante de la méthionine lors de I'hydrolyse standard est concomitante (bien que I'on ne
puisse pas prouver qu’elle est corrélée, puisqu’elle peut également produire d’autres
molécules telles que I'"homocystine ou ’lhomocystéine) avec la perte moins importante de
glycine ; et au contraire, la perte moins importante de méthionine lors de I’"hydrolyse a froid
est concomitante avec la perte plus importante de glycine lors de cette méme hydrolyse. Ainsi,
il est possible que lors de nos expériences, la méthionine soit dégradée en glycine. Il aurait été
intéressant de soumettre la méthionine seule au protocole d’hydrolyse afin de vérifier cette

hypotheése.
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La lysine peut également produire, lors de sa dégradation, de I'acide aspartique, de
I'acide glutamique, de la glycine, et de I'acide alpha-aminoapidique (Ishii, 1954, dans Roach
and Gehrke, 1970), mais nous n’avons pas observé de pertes de lysine au cours de nos
expériences.

Les acides aminés se dégradant contre toute prédiction (de la littérature) I'ont peut-
étre été a cause d’un contaminant présent en solution (par exemple le NH4Cl présent a la
concentration de 2,5 mol.L't dans la solution standard d’acides aminés, c’est-a-dire a la méme
concentration que les acides aminés).

De plus, dans le cas du protocole n°1, les barres d’erreur sont bien plus importantes,
ce qui pourrait indiquer une influence des sels plus importante lors d’une partie du protocole,

ayant pu entrainer une plus grande variabilité des résultats.

Enfin, la constatation allant le plus a I'encontre d’une explication des pertes d’acides
aminés au cours des deux protocoles d’hydrolyse par la dégradation des acides aminés, est
qgue les pertes observées sont du méme ordre de grandeur dans le protocole n°1 et le
protocole n°2, alors que lors du protocole n°1 on réalise un chauffage supplémentaire de la
solution de HClI 6M pendant 24 heures a 100°C, contre une évaporation directe de la solution
dans le cas du protocole n°2. Cela impliquerait qu’un contact rapide avec une solution de HCI
6M suffirait a entrainer une dégradation des acides aminés du méme ordre de grandeur que
lors de I’hydrolyse traditionnelle. Or, il a été montré que la dégradation des acides aminés au
cours de I’hydrolyse acide se faisait graduellement en fonction du temps, lors de I'étape de
chauffage a 100°C pendant 24h (cf. figure 1-33 au paragraphe 1.5.1.1). Cette constatation
semble donc aller contre une explication des pertes observées ici par la dégradation des acides
aminés. La dégradation des acides aminés par hydrolyse pourrait néanmoins expliquer les 4%
moindres du protocole 2 (dans ce cas causés par I'absence de |‘étape de chauffage a 100°C

pendant 24h), si différence significative il y a entre les deux protocoles.

Il nous faut donc envisager, pour expliquer les pertes observées lors des deux

protocoles, d’autres explications que la dégradation des acides aminés par hydrolyse.
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2.4.2) Hypothese n°2 : autres facteurs

2.4.2.1) Réduction du rendement de la fonctionnalisation causée par la

présence d’ions CI lors de la fonctionnalisation

Lors du protocole n°3, nous avons ajouté de la fluorovaline juste avant I'étape de
fonctionnalisation, c’est-a-dire aprés I'étape d’hydrolyse au HCl 6M. Dans le cas ol des pertes
sont observées pour la fluorovaline, c’est que les sels présents suite a I’évaporation du HCI 6M
conduisent a une inhibition de la réaction de fonctionnalisation. Si aucune perte n’est
observée, c’est que les pertes des acides aminés sont causées par leur contact avec la solution
de HCI 6M.

Nous avons montré grace a cette expérience que les sels ne semblaient pas avoir
d’effet sur la fonctionnalisation de la fluorovaline. Ceci pourrait étre étendu a 'ensemble des
acides aminés et prouverait que le contact avec le HCl 6M est responsable des pertes
observées. Cependant, pour étre certain de cette interprétation, il faudrait refaire de

nouveaux réplicats, car I'écart-type important peut impliquer une perte de fluorovaline.

L’explication pour laquelle ce sont les sels qui causent la diminution des quantités en
acides aminés serait plus cohérente avec les résultats obtenus lors des protocoles n°1 et 2,
c’est-a-dire des pertes du méme ordre lors de I’hydrolyse sans chauffage et celle a 100°C
pendant 24h. En effet, il semble surprenant d’obtenir des pertes du méme ordre pour ces
deux protocoles différents, la quantité d’énergie apportée étant significativement différente.

Nous allons donc proposer une explication pour la diminution observée des quantités
d’acides aminés apres les protocoles n°1 et n°2.

Tout d’abord, il semble nécessaire de rappeler certains détails concernant la réaction

de fonctionnalisation au MTBSTFA.

a) Mécanisme de la silylation au MTBSTFA

La fonctionnalisation au MTBSTFA est une silylation, et le mécanisme de la silylation

est généralement considéré comme étant analogue a une Sn2, comprenant une substitution
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nucléophile sur I'atome de silicium (Moldoveanu and David, 2002). La figure 11-24 représente

la silylation d’un alcool.

CH CH
. = BN /o .
Y—OH + CHy—Si—X —> Y0t tX  —a Y—0—S8i—CHy +HX
s !
CH, H  CH, CH,
Nu R—GP Nu—R H—GP

Figure 1I-24 : mécanisme de la silylation d’un alcool (tiré de Moldoveanu and David, 2002)

Ici, I'alcool (Y-OH) agit en tant que nucléophile (Nu). Un nucléophile est une espéce
(ion ou molécule) donneuse d’électron, susceptible de réagir avec un accepteur de type
électrophile (charge positive partielle, 6+) au sein d’une autre espéce. Un nucléophile peut
étre soit un anion, soit une molécule possédant une charge négative partielle (6-) conséquente
sur un de ses atomes. Les ions hydroxydes HO, ainsi que I'eau et I'ammoniac NH3 sont des
nucléophiles courants. Chacun d’eux posseéde au moins un doublet non liant d’électrons, soit
sur un atome portant une charge négative compléete (par exemple I'oxygéne de l'ion
hydroxyde), soit sur un atome fortement électronégatif portant une charge 6- conséquente
(par exemple I'oxygéne de I'eau ou I'azote de I'ammoniac).

Dans le cas d’une substitution nucléophile de type 2 (Sn2), le doublet non liant d’un
nucléophile est fortement attiré par la charge 6+ d’'un atome (par exemple, un atome de
carbone lié a un halogéne au sein d’un halogénoalkane. Cette liaison est de type covalente
polaire, avec I’halogene portant la charge 6- du fait de sa plus grande électronégativité, et le
carbone portant la charge 6+). Une liaison covalente de coordination commence a se former
entre ces deux atomes. En conséquence, les électrons de la liaison covalente polaire sont
poussés plus avant vers I'atome électronégatif (I’halogene dans le cas d’'un halogénoalkane)
li¢ au carbone. Finalement, le nucléophile se lie au carbone (liaison covalente de
coordination), et I'atome électronégatif est éjecté. Ce dernier est appelé groupe partant (GP)
(X dans le cas de la figure II-24, a ne pas confondre avec le X utilisé pour désigner les
halogénes). Le chiffre 2 signifie que I'étape initiale de la réaction met en jeu deux espéces : le

nucléophile et R—GP.
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Un agent de silylation comporte un groupement x-silyle (triméthylsilyle dans le cas de
la figure 1I-24, tert-butyldiméthylsilyle dans le cas du MTBSTFA). Dans le cas du MTBSTFA,
I'atome de silicium est lié par liaison covalente polaire a un atome d’azote. Au sein de la
molécule R—GP, R est donc le groupement tert-butyldiméthylsilyle, et GP est le groupement
N-méthyltrifluoroacétamide. On peut supposer que le Si sera chargé 6+, tandis que le N sera
chargé 6-.

Pour la silylation au MTBSTFA, on peut donc supposer le mécanisme suivant: le
doublet non liant de I'oxygene est attiré par la charge &+ du silicium. Une liaison covalente de
coordination commence a se former entre I'oxygéne et le silicium. En méme temps, les
électrons de la liaison covalente polaire Si—N sont poussés encore plus loin vers le N (a ce
stade, selon I'étape intermédiaire de la figure 11-24, I'oxygene est chargé 6+). Pour finir, la
liaison covalente polaire Si—N est brisée et le groupe partant est éjecté. Dans le cas de la
silylation, le groupe partant (X dans la figure 11-24, ou plus généralement GP) se lie au H labile
provenant du nucléophile. Dans le cas particulier du MTBSTFA, ce groupe partant sera le N-
methyltrifluoroacétamide, et le H labile du nucléophile sera lié a I'atome d’azote. L’espéce
nucléophile aura son hydrogéne labile remplacé par le groupement R (tert-butyldiméthylsilyle
dans le cas du MTBSTFA) de R—GP.

Le nucléophile, en donnant son doublet d’électrons, se comporte en base de Lewis. Le
groupe partant, en acceptant le doublet d’électrons du silicium, se comporte en acide de Lewis
(selon la théorie de Lewis, un acide est un accepteur de doublet d’électrons, et une base est
un donneur de doublet d’électrons). De maniere similaire aux autres réactions de type Sn2, le
groupe partant est éjecté plus facilement de I'agent de silylation lorsqu’il est plus stable en
tant qu’espece libre. On pourrait s’attendre a ce que cette stabilité soit I'inverse de la basicité
du groupe partant, et les meilleurs groupes partants sont les bases les plus faibles. En effet,
pour les agents de silylation avec un groupe partant acide, plus HX est acide (cf. figure 1I-24),
meilleure est la capacité de I’agent de silylation a donner son groupement silyle (Moldoveanu
and David, 2002).

Il est intéressant de noter que I'atome de silicium acceptant le doublet d’électrons du
nucléophile est lié a trois groupements alkyle. Ce cas de figure est similaire a une substitution
nucléophile sur un halogénoalkane tertiaire, et dans ce cas, la substitution nucléophile est de
type 1 (Sn1). En effet, le nucléophile ne peut pas accéder directement a I'atome accepteur

d’électrons, a cause de lI'encombrement stérique causé par les groupements alkyles.
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L’halogénoalkane s’ionise donc dans un premier temps pour former un carbocation, qui réagit
ensuite avec le nucléophile. On parle de Sy1 car une seule espéce participe a I’étape initiale. Il
serait intéressant de se poser la question de la faisabilité d’une Sny2 sur un atome de silicium
lié a trois groupements alkyles, comme c’est le cas pour le MTBSTFA et dans la figure 11-24. De
plus, la figure de Moldoveanu and David (2002) ne propose pas d’explication relative au
mécanisme de I'éjection du H acide du nucléophile. Dans le cas d’une substitution nucléophile
sur un halogénoalkane tertiaire, avec H,0 ou NH3z comme nucléophile, la derniere étape de la
Sn1 est I’'enlévement d’un proton de I'espece produite (Y—OH;* et Y—NHjs* ; respectivement).
Cependant, I’espéce récupérant le proton est H,0 ou NHs (respectivement), alors que dans le

cas de la silylation, c’est le groupe partant de I'agent de silylation.

b) Mécanisme de la réduction du rendement de la fonctionnalisation

par les ions CI

Si on en revient a I'hydrolyse, comment expliquer qu’on obtienne des résultats
différents selon si les acides aminés ont été exposés au HCl 6M ou non (c’est-a-dire : hydrolyse
et référence ; respectivement)?

L'ion chlorure ClI" est un bon nucléophile : il est chargé négativement. De plus, la
réaction utilise comme solvant le DMF, un solvant polaire et aprotique, c’est-a-dire accepteur
de protons, ou encore protophile (remarque : 'lUPAC recommande I'utilisation du terme
« protophile », considéré comme plus adapté que le terme « aprotique »). Dans ce type de
solvants, la nucléophilicité est corrélée a la basicité (I'inverse d’un solvant polaire protique.
Par exemple, CI" sera un meilleur nucléophile dans le DMF que dans I'eau, un solvant polaire
protique). Finalement, Cl- n’est pas encombré stériquement, au contraire des groupements
cibles de la fonctionnalisation au MTBSTFA, tels que les carboxyles, alcools et amines situés
sur les acides aminés ; ce qui fait de lui un meilleur nucléophile que ces derniers. Ainsi, les ions
Cl- pourraient entrer en compétition avec les espéces ciblées lors de la fonctionnalisation, et
donc entrainer une diminution du rendement de la fonctionnalisation des acides aminés. Une
plus grande quantité de matiére de ClI- dans une modalité que dans |'autre pourrait ainsi
entrainer un rendement de fonctionnalisation plus faible, et expliquer les quantités d’acides
aminés plus faibles détectées apres un contact avec du HCl 6M, que lorsque I’échantillon est
analysé directement (référence). Cela impliquerait une quantité de matiére plus élevée en Cl-
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lors de la fonctionnalisation dans le cas ou les acides aminés ont été en contact avec le HCI
6M, entrainant une quantité d’acides aminés fonctionnalisés plus faible.

Ceci expliquerait d’une part les pertes en acides aminés observées suite a nos deux
protocoles d’hydrolyse (protocole n°1 et protocole n°2), et d’autre part le fait que les pertes
sont du méme ordre de grandeur entre les deux protocoles. En effet, la dilution des acides
aminés dans un volume de 1mL de HCI 6M entrainerait une quantité d’ions Cl- plus importante
lors de la réaction de fonctionnalisation, par comparaison avec la référence (la solution utilisée
en tant que référence est une solution de HCI 0,1M). Le facteur entrainant les pertes en acides
aminés ne serait donc pas le chauffage a 100°C pendant 24h, mais bien la dilution des acides

aminés dans la solution de HC| 6 M.

Cependant, pour entrer plus dans les détails, comment expliquer une plus grande
guantité de Cl présents lors de |'étape de fonctionnalisation dans le cas de I’hydrolyse
(protocoles n°1 et n°2), alors qu’en fin d’expérience, dans le cas de I’hydrolyse et de la
référence, les acides aminés sont dans tous les cas re-dilués dans 1 mL de HCI| 0,1M, avant
évaporation puis fonctionnalisation?

On supposer la chose suivante : dans le cas ou les acides aminés sont dilués dans un
volume de 1 mL de HCI 6M, lors de I’évaporation de cette solution, la limite de solubilité des
différents sels sera atteinte a un pH plus faible que lorsque les acides aminés sont dilués dans
un volume de 1 mL de HCI 0,1M (solution commerciale qui nous sert de référence). Puisque
les acides aminés précipitent a un pH plus faible, plus de groupements carboxyles sont
protonés lors de leur précipitation. C’'est autant de carboxyles qui ne pourront pas précipiter
en se liant aux ions NH4* (présents dans la solution commerciale d’acides aminés utilisée pour
nos expériences, sous la forme de chlorure d’ammonium NHa4Cl). Au lieu de se lier aux
carboxyles, les ions NHs* précipiteront en se liant aux ions CI, reformant du chlorure
d’ammonium NH4Cl. Ainsi, la quantité de matiere de Cl sera plus élevée dans les sels a la fin
de I'évaporation, dans le cas ol les acides aminés sont en solution dans du HCl 6M, par
comparaison avec du HCI 0,1M. Elle sera donc plus élevée lors de la re-dilution des sels par le
DMF.

Dans le cas de I’hydrolyse (protocoles n°1 et n°2 confondus), on aura donc plus de CI
dans le résidu sec final, en comparaison avec la référence. Or, comme précisé ci-dessus, Cl" est

un nucléophile, et peut entrer en compétition pour la silylation avec les acides aminés. Plus
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de CI" pourrait entrainer une quantité plus faible d’acides aminés fonctionnalisés. Le produit
de la fonctionnalisation de ClI° serait la molécule tBDMS-ClI (chlorure de tert-
butyldiméthylsilyle, ou tert-butyldiméthylchlorosilane). Nous ne I'avons pas observée dans
nos chromatogrammes, cela pourrait s’expliquer par le fait qu’elle est volatile (M = 150 g.mol
1) et donc éluée en début d’analyse, avant que le filament du MS ne soit allumé. Le pic X
inconnu dans nos chromatogrammes, plus important dans les chromatogrammes des
hydrolyses (en comparaison avec la référence), ne semble pas correspondre a cette molécule
(il ne posséde pas le rapport m/z = 93 u, caractéristique du tBDMS-CI).

Un déséquilibre dans la quantité de Cl dans le résidu sec (plus de Cl- dans le cas d’un
résidu sec résultant de I'évaporation d’une solution de HCl 6M, en comparaison avec une
solution de HCI 0,1M, a volumes initiaux égaux) pourrait donc entrainer une compétition lors
de la silylation et par conséquent pourrait expliquer les quantités plus faibles d’acides aminés

détectés dans le cas de I’hydrolyse (protocoles n°1 et n°2 confondus).

Une étude a récemment été réalisée par Belmahdi et al. (2014). Afin de déterminer
I'influence du pH sur la fonctionnalisation, la silylation des acides aminés au MTBSTFA a été
réalisée a plusieurs valeurs de pH (notamment aprés dilution dans du HCI 11M, HCI 6M et HCI
0,1M). Ces expériences ne comportent pas d’hydrolyse acide. La fonctionnalisation est
réalisée avec 30 pL d’un mélange MTBSTFA / DMF (ratio 2 : 1), pendant 15 minutes a 75°C.
L’étalon interne consiste en un volume de 4 pL de laurate de méthyle a 8,4.10° M dans du

DMF (figure 11-25).
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Figure 11-25: ratios « aire de I'acide aminé sur aire de I’étalon interne » obtenus pour les expériences

avec HCl 11M, 6M et 0,1M

Nous pouvons constater que les quantités en acides aminés semblent plus faibles dans
le cas du HCl 11M et 6M que dans le cas du HCI 0,1M. Ceci va dans le sens des résultats
présentés dans ce chapitre, et confirmerait I’'hypothése exposée ci-dessus, c’est-a-dire que la
dissolution des acides aminés dans une solution fortement concentrée en HCl (11M ou 6M
contre 0,1M) entrainerait un rendement de fonctionnalisation moins important (cependant,
I'importance des écart-types ne nous permet de conclure sur ce point avec certitude). Ces
résultats iraient donc dans le sens d’une explication des quantités réduites d’acides aminés
suite a I’hydrolyse acide (traditionnelle ou a froid) a cause des ions Cl" (cependant, le doute
existe a cause de 'importance des écart-types). Néanmoins, cette expérience ne nous permet
pas d’écarter I'hypothese selon laquelle les acides aminés sont dégradés lors de leur contact

rapide avec le HCl concentré.

c) Perspectives
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Cette explication (le role des ions Cl dans la réduction des quantités d’acides aminés
apres fonctionnalisation) démontre et justifie l'intérét de I|'étape de purification (ou
« desalting ») par résine échangeuse d’ions (échange de cations) habituellement réalisée dans
les travaux recherchant des acides aminés dans les météorites. Un grand nombre de ces
travaux utilisent la fonctionnalisation a ’'OPA/NAC afin de détecter les acides aminés. (e.g.
Botta et al.,, 2007; Glavin et al., 2004, 2010, 2006). Or, la premiere étape de la
fonctionnalisation a I"OPA/NAC est une addition nucléophile. Le N du NH; agit comme
nucléophile en donnant son doublet non liant. Tout comme dans le cas de la
fonctionnalisation au MTBSTFA, des anions présents en solution pourraient donc interagir et
réduire le rendement de la réaction. D’ou l'intérét de la purification pré-fonctionnalisation par

échange de cations réalisée dans toutes ces publications.

On pourrait se poser la question de la dissociation des sels d’acides aminés (sels
hydrochlorides) et du NH4Cl dans le DMF, ce dernier ne possédant pas une constante
diélectrique aussi forte que celle de I'eau, par exemple. Cependant, I'évidence est que
I’ensemble des acides aminés est détecté dans une certaine mesure, par conséquent le DMF
est capable de dissocier ces sels.

On pourrait également se poser la question de la possibilité de fonctionnaliser des
groupements amines protonés, puisque les acides aminés sont sous forme de sels
d’hydrochloride avant re-dilution dans le DMF, c’est-a-dire que leurs amines sont protonées.
Or, on sait que les cations sont électrophiles, et donc en théorie ne pourraient pas étre
fonctionnalisés par le MTBSTFA. Cependant, on observe bien les amines fonctionnalisées, et
comme I'écrivent Mawhinney et al. (1986), « The hydrochloride salts of the amino acids,
dissolved in dimethylformamide, are derivatized in a single step with MTBSTFA ». La
dissolution dans le DMF permettrait donc la déprotonation des amines, grace au caractere
d’accepteur de proton (protophile) du DMF, qui agirait donc en base de Brgnsted (selon la
théorie de Brgnsted-Lowry, un acide est un donneur de proton, et une base est un accepteur
de proton). Ce pourrait étre une explication supplémentaire a 'augmentation drastique de
I'efficacité de la fonctionnalisation des acides aminés au MTBSTFA en présence de DMF (vs.
en présence de MTBSTFA seul); en plus du fait, avancé par Mawhinney et al., (1986), que les

acides aminés sont tres peu solubles dans le MTBSTFA seul.
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En guise de perspective, apres purification, il serait intéressant de faire varier le pH de
la solution qui sert a re-dissoudre les acides aminés avant fonctionnalisation, car en
maximisant le nombre de groupements COO (vs. COOH) et de NH; (vs. NH3*), on maximise le
nombre de groupements fonctionnalisables, puisque les carboxyles et les amines protonés ne
peuvent pas se comporter en tant que nucléophiles (pas de doublets non liants). Cependant,
comme expliqué ci-dessus, il semble que méme les amines protonées avant ajout de la

mixture DMF / MTBSTFA soient silylées par le MTBSTFA.

2.4.2.2) Silylation incompléte des acides aminés ou production d’artéfacts

Comme discuté au paragraphe 2.3.2 (Influence de la procédure d’hydrolyse sur les
guantités d’acides aminés), les pertes observées en acides aminés pourraient également
s’expliquer par:

(1) une silylation incompléte des acides aminés, avec un pic principal réduit par rapport
a la référence (acide aminé compléetement silylé), et des pics annexes (acide aminé non-
complétement silylé) tombant sous la limite de détection de notre analyse.

(2) la formation d’artéfacts, avec production d’artéfacts multiples pour chaque acide

aminé, tombant sous la LOD.

La présence de tBDMS-Cl en plus grande quantité lors de la silylation, dans le cas d’'une
dilution dans la solution de HCI 6M (protocoles d’hydrolyse 1 et 2) pourrait jouer un réle dans
ceci (effets 1 et 2). En effet, Mawhinney et al. (1986) ont observé que les acides aminés
basiques (arginine et histidine) étaient complétement absents de leur analyse lorsque le
réactif de silylation utilisé était du MTBSTFA contenant 1% de tBDMS-CI, ce qu’ils interpretent
comme une interaction du chlorure de silyle avec la fonctionnalisation de ces deux acides
aminés.

Il est possible qu’un excés de tBDMS-CI (protocoles n°1 et 2) ait pu causer le méme
effet, cette fois pour I’'ensemble des acides aminés ; soit par fonctionnalisation incompléte des

acides aminés, soit par production d’artéfacts.

Pour finir, le pic X, observé dans tous les chromatogrammes, non identifié par la NIST,
et plus abondant lorsque les acides aminés ont été dilués dans du HCI 6M (vs. la solution nous
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servant de référence, qui est du HCl 0,1M), pourrait étre causé par la formation d’un seul
artéfact (provenant de différents acides aminés), ou de plusieurs artéfacts co-éluant. La
présence plus importante d’ions ClI" a la suite des protocoles n°1 et 2 pourrait expliquer ce
résultat, si cette formation d’artéfact(s) est causée par la présence des ions ClI, ou de la

molécule tBDMS-CI.

La formation d’artéfacts au cours des réactions de silylation peut habituellement étre
réduite en n’utilisant pas les réactifs qui sont connus pour générer des artéfacts, ou en évitant
des températures inutilement élevées et des durées de réaction inutilement longues

(Moldoveanu and David, 2002).

2.4.2.3) Pertes en acides aminés lors de I'étape d’évaporation

Le protocole d’hydrolyse au HCI 6M comportant une étape d’évaporation
supplémentaire par rapport au protocole d’analyse de la référence (en plus de I'évaporation
de la solution commerciale de HCI 0,1M, il faut évaporer la solution de HCI 6M), une perte
hypothétique en acides aminés prenant place au cours de I’évaporation pourrait étre un des
facteurs expliquant les recouvrements en acides aminés inférieurs a 100% suite au contact

avec le HCl 6M (protocoles 1 et 2).

a) Pertes par ébullition / dégradation thermique

Une publication (Neves and Vasconcelos, 1987) mentionne la possibilité de pertes
d’acides aminés lors de I’étape d’évaporation, mais ne donne pas de justification. Avec notre
évaporation a 40°C sous flux d’argon, il semble difficile de dépasser les températures
d’ébullition et de dégradation thermique des acides aminés, et donc d’occasionner des pertes

de cette maniére.

b) Formation de liaisons peptidiques lors de I'évaporation
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On pourrait émettre I’hypothese que lors de I'évaporation des solutions de HCI, des
liaisons peptidiques (liaisons amides) puissent se former entre les acides aminés. La formation
d’une liaison amide entre deux acides aminés est une réaction de condensation, avec
élimination d’une molécule d’eau (Figure 11-26). La formation de telles liaisons semble possible

aux valeurs de pH rencontrées lors de I’évaporation.

R R R0
0 .+ 0 ) 2‘:' solution HO NH, . H,0
NH; NH3 > N
O 0 = i

Figure 1I-26 : formation d’une liaison peptidique (source : Griffith and Vaida, 2012)

Selon Griffith and Vaida (2012), le fait que cette réaction nécessite I'élimination d’une
molécule d’eau la soumet a des contraintes a la fois cinétiques et thermodynamiques,
lorsqu’elle prend place en solution aqueuse. Ainsi, la constante d’équilibre pour la formation
de liaisons peptidiques en milieu aqueux est extrémement faible, et favorise fortement les
monomeres d’acides aminés. Cependant, cette constante d’équilibre non-favorable devient
favorable lorsque les molécules sont dans un environnement de réaction moins riche en eau.
Les auteurs proposent donc l'interface eau-air comme milieu favorable a la formation de
liaisons peptidiques (proposant ainsi une hypothése concernant la synthése de peptides sur
la Terre primitive).

Ainsi, dans notre cas, par formation de telles liaisons, les groupements amines et
carboxyles des acides aminés ne seraient plus soumis a la fonctionnalisation au MTBSTFA,
entrainant une diminution du rendement de la fonctionnalisation. Le protocole d’hydrolyse
au HClI 6M comportant une étape d’évaporation supplémentaire (en plus de |’évaporation de
la solution commerciale de HCI 0,1M, il faut évaporer la solution de HCI 6M), la formation plus
importante de liaisons peptidiques pourrait expliquer la diminution des quantités d’acides
aminés détectés. Si de telles liaisons se forment, il y aurait formation de diméres ou de
polymeres d’acides aminés, qui ne seraient probablement pas détectés par notre analyse, car
trop lourds et trop polaires (élution trop tardive, voire non-volatilisation dans I'injecteur du
CPG).

Cependant, dans leur expérience, Griffith et Vaida ont montré la formation de liaisons

peptidiques par coordination de I’éthyl ester de leucine avec des ions Cu?*. Or, sauf
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contaminations, nos solutions ne contiennent pas de cations métalliques, ce qui empéche la
formation de complexes de coordination.
Viedma (2000) a également mis en évidence la formation de liaisons peptidiques lors

de I’évaporation d’une solution d’acides aminés.

2.4.2.4) Pertes liées a la présence de sels d’ammonium

Selon Fountoulakis and Lahm (1998), la présence de sels d'ammonium pourrait
générer de grandes quantités d’ammoniac NHs au cours de I’hydrolyse, ce qui peut affecter
I’analyse chromatographique. Or, NH4Cl, un sel d’ammonium, est présent dans la solution
standard d’acides aminés. Cependant, aucun pic correspondant a de 'ammoniac n’a été
identifié dans nos chromatogrammes. Aucune interférence liée a la présence de NHs n’a donc
été relevée. De plus, cette remarque est a considérer avec circonspection, car les auteurs ne

précisent pas a quel type d’analyse chromatographique ils font référence.

Pour finir, la présence de NH4Cl dans la solution commerciale d’acides aminés utilisée
au cours de nos expériences pourrait possiblement conduire a une réduction du rendement
de fonctionnalisation des acides aminés, par diminution de la solubilité des acides aminés dans
le solvant. Cette hypothése a été proposée pour expliquer la réduction observée de la

fonctionnalisation de nucléosides en présence de différents sels (Patel, 1977).

Il est également intéressant de noter que I'absence d’eau lors de la réaction de
fonctionnalisation est d’autant plus importante ici, puisque le NH4Cl est capable de dé-silyler
des fonctions hydroxyles silylées dans de I'acétonitrile aqueux (un solvant polaire aprotique,
comme le DMF, également utilisé en tant que solvant pour des réactions de silylation, cf.
Mawhinney et al., 1986) (Shaabani et al., 2002). Cependant, nous avons pris soin d’éliminer
toute trace d’eau avant ajout des réactifs de fonctionnalisation, grace a une étape

d’évaporation de la solution de HCI.

2.5) Conclusion
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Nous avons montré ici que I’hydrolyse acide en phase liquide, méme sous atmosphére
inerte, engendre une perte partielle de la plupart des acides aminés présents dans une
solution standard, avec pour certains une perte plus grande que ce qui avait été mesuré
auparavant, incluant des acides aminés d’intérét puisque détectés au sein de certaines
météorites. De plus, un contact a froid rapide avec du HCl 6M pour une courte période suffit
pour gu’une perte soit observée. Si I’'hydrolyse en phase liquide a entrainé une réduction des
guantités pour une grande partie des acides aminés présents dans une solution standard, alors
elle devrait aussi pouvoir entrainer la méme conséquence pour les acides aminés libres
présents en solution aprées I’extraction a I’eau du matériel extraterrestre. De maniere similaire,
les acides aminés reldchés pendant I'étape d’hydrolyse acide devraient également subir le
méme sort. Dans la littérature, 'augmentation observée de la quantité totale d’acides aminés
aprés hydrolyse acide, due a la formation d’acides aminés a partir de précurseurs / relachés a
partir d’acides aminés liés, pourrait avoir caché une perte d’acides aminés libres (relachés
pendant I'extraction a I'eau et détruits pendant I’hydrolyse acide) et liés (relachés et détruits
pendant I'hydrolyse acide). Ainsi, dans les analyses sur matériel extraterrestre impliquant
I’hydrolyse acide en phase liquide, les quantités d’acides aminés totales auraient pu étre sous-
estimées.

Cependant, il est tout a fait possible que nos résultats soient explicables par un tout
autre facteur, tel que la présence d’une plus grande quantité d’anions Cl" au cours de I'étape
de fonctionnalisation, réduisant les rendements de fonctionnalisation en réagissant avec le
MTBSTFA du fait de sa propriété de nucléophile. Cette hypothese expliquerait également les
résultats qualitativement identiques obtenus par contact rapide avec une solution de HCl 6M.
Dans ce cas, nous aurions prouvé l'intérét d’une purification (« desalting ») par échange de
cations avant I'étape de silylation pré-colonne dans le cadre de I'analyse des acides aminés
météoritiques.

Ces résultats sont d’importance puisque les missions MSL et ExoMars 2018 utilisent et
utiliseront la fonctionnalisation au MTBSTFA afin de rechercher des traces de vie passée ou
présente sur Mars. La présence d’anions provenant de la matrice minérale pourrait donc se

révéler problématique pour la détection d’acides aminés.
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Chapitre lll : Influence de la minéralogie sur la réaction de

fonctionnalisation au MTBSTFA

3.1) Introduction

La fonctionnalisation au MTBSTFA est utilisée dans le cadre de I'exobiologie, a la fois
au laboratoire (par exemple pour la fonctionnalisation des molécules organiques extraites de
météorites), ou dans des environnements extraterrestres tels que Mars (permettant la
détection de molécules organiques dans le régolithe martien). Les molécules organiques
ciblées sont des bioindices (par exemple, acides aminés, acides carboxyliques, bases azotées).
Dans un premier temps, nous avons choisi comme modele les acides aminés. Cependant, les
expériences réalisées ici seront idéalement appliquées a I’ensemble des bioindices recherchés
sur Mars, notamment les acides carboxyliques et les bases azotées.

Mais revenons a la fonctionnalisation : le rendement de cette réaction peut étre
affecté, notamment par la nature minéralogique de la matrice minérale contenant les
molécules organiques cibles. Nous allons donc, dans ce chapitre, essayer de comprendre
comment ce rendement est affecté, avant de proposer des solutions qui pourront aider a
I'interprétation de données de missions actuelles, et qui pourront étre mises en ceuvre dans
le cadre de futures missions d’exploration.

En effet, en plus de développer des protocoles adaptés a la matrice minérale en
présence (comme un échantillon de météorite ou de sol martien), comprendre les
mécanismes d’interaction entre le MTBSTFA et les différentes matrices minérales permettra
de mieux comprendre la nature de la réduction de rendement de la fonctionnalisation, et ainsi
de mieux interpréter les données de missions spatiales actuelles (telles que SAM) et futures
(telles que MOMA), dans lesquelles le MTBSTFA est utilisé pour la fonctionnalisation de
potentielles molécules organiques présentes dans le régolithe martien. Sans oublier les
nombreuses analyses réalisées au laboratoire, dans lesquelles le MTBSTFA est utilisé pour la
fonctionnalisation de molécules organiques, présentes au sein de météorites, ou encore

d’analogues de sol martien.
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Ce chapitre est divisé en trois parties.

Premiére partie :

Dans un premier temps, il s’agit de lister les potentielles interactions entre le MTBSTFA
et les différents types de minéralogies. Des travaux ont en effet montré de possibles baisses
de rendement de la fonctionnalisation au MTBSTFA (Buch et al., 2006, Stalport et al., 2012).
Afin de lister les minéralogies qui pourraient impacter les rendements de fonctionnalisation,
nous avons tout d’abord testé plusieurs types de minéralogies vis-a-vis de la
fonctionnalisation. Ainsi, grace a des expériences sur différents analogues de sol martien, nous
pourrons potentiellement infirmer ou confirmer cette hypothése : des interactions entre le
sol et le MTBSTFA peuvent entrainer des baisses du rendement de la fonctionnalisation.

Ces premiéres expériences vont également nous permettre de répondre en partie a
une deuxieéme question : qu’est-ce qui pose probléme ?

Pour rappel (cf. paragraphe 1.5.2.1), on suppose que la diminution du rendement de
la réaction de fonctionnalisation a cause de la matrice minérale peut s’expliquer de deux

manieres générales :

(i) Désactivation chimique du MTBSTFA par la matrice minérale :

- Le MTBSTFA peut réagir préférentiellement avec d’autres espéeces que
les molécules organiques cibles, par exemple avec de I'’eau non-structurelle, ou possiblement
avec des groupements -OH présents dans les minéraux (eau structurelle), ou encore des sels
(I'interférence chimique des sels, cf. Buch et al., 2006). Différents sels ont été détectés sur
Mars (sulfates, carbonates, chlorures, perchlorates).

- Le MTBSTFA peut étre oxydé lors de la réaction de fonctionnalisation
en présence d’agents oxydants, tels que des oxydes de fer ou des perchlorates contenus dans

le sol.

(i) Interaction entre la matrice minérale et les molécules organiques cibles et / ou leurs

produits de fonctionnalisation:
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- Au cours de la procédure d’extraction / fonctionnalisation au MTBSTFA
en présence de DMF, il peut y avoir un effet destructif sur les molécules organiques présentes
dans le sol et sur leurs produits de fonctionnalisation (les molécules organiques
fonctionnalisées) :

- Hydrolyse des molécules organiques et / ou des produits de la
fonctionnalisation, liée a la présence d’eau (non-structurelle ou structurelle).

- Oxydation des molécules organiques et / ou des produits de la
fonctionnalisation, liée a la présence d’agents oxydants (oxydes de fer ou perchlorates).

- Il peut également y avoir une non-disponibilité des molécules
organiques pour la fonctionnalisation, par liaison entre le H labile des molécules organiques
cibles et I'atome de silicium du sol. Les molécules organiques (fonctionnalisées ou non)
peuvent également interagir avec des sels (par exemple par absorption physique des
molécules par les sels ; c’est-a-dire une interférence physique des sels, par contraste avec

I'interférence chimique des sels, cf. Buch et al., 2006).

Lorsque la fonctionnalisation est réalisée directement sur un sol contenant des
molécules organiques cibles, alors tous ces effets (i) et (ii) peuvent prendre place
simultanément et fortement affecter le rendement de la fonctionnalisation. Il faut donc dans
un premier temps comprendre les possibles interactions entre la matrice (qui peut également
étre un extrait aqueux de sol ou météorite, contenant par exemple des sels hydrosolubles),
les molécules organiques cibles (ainsi que les molécules organiques fonctionnalisées), et les
réactifs de fonctionnalisation. Ceci afin de mettre en place un protocole permettant de
s’affranchir de ces effets, et surtout d’en tenir compte lors de mesures quantitatives au
laboratoire et in situ.

Ainsi, afin de pouvoir proposer des solutions a cette diminution de rendement, il faut
comprendre ces différentes interactions. Afin de mieux les comprendre, nous pouvons
commencer par éliminer un des deux principaux facteurs qui jouent sur le rendement de la
fonctionnalisation. Ce facteur que nous proposons d’éliminer, c’est le point (ii), c’est-a-dire
I'interaction entre la matrice minérale et les molécules organiques cibles et / ou leurs produits
de fonctionnalisation. Afin d’éliminer cette famille de facteurs, nous proposons I'expérience
suivante (inspirée de Buch et al., 2006): chauffage du mélange MTBSTFA / DMF en présence

du sol, récupération du surnageant, puis fonctionnalisation d’une quantité connue d’acides
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aminés. Ainsi, lors de la réaction de fonctionnalisation, la matrice minérale ne peut pas

interagir avec molécules organiques cibles et / ou leurs produits de fonctionnalisation.

Résumons les deux hypothéses de travail de cette premiere partie / expérience:

1) la nature minéralogique de la matrice minérale va entrainer une diminution
de rendement de la fonctionnalisation, cette diminution variant selon la nature minéralogique
du sol.

2) en éliminant la famille de facteurs (ii) (I'interaction entre la matrice minérale
et les molécules organiques cibles et / ou leurs produits de fonctionnalisation), le rendement
de fonctionnalisation est quand méme réduit. Ceci permettrait de prouver que la raison de la
diminution de rendement provient de la famille de facteurs (i), c’est-a-dire la désactivation

chimique du MTBSTFA par la matrice minérale.

Les expériences réalisées dans cette premiere partie du chapitre Il sont la
comparaison des performances du MTBSTFA avec ou sans contact préalable avec les
différentes matrices étudiées. Plus précisément, nous avons mis le mélange MTBSTFA / DMF
en présence du sol, suivi d’'un chauffage (exactement comme si on voulait réaliser une
fonctionnalisation), puis nous avons récupéré une partie du mélange MTBSTFA / DMF pour
fonctionnaliser une quantité connue de molécules organiques (grace a une solution standard).
La comparaison avec la méme quantité d’acides aminés fonctionnalisés par un mélange
MTBSTFA / DMF n’ayant subi aucun traitement préalable (la référence) permet de mesurer
I'effet direct de la minéralogie sur le mélange MTBSTFA / DMF. Ceci constituera la premiere

partie, intitulée « tests préliminaires ».

Deuxiéme partie :

Dans le cas ou le rendement de la fonctionnalisation est affecté, on va alors chercher
a comprendre plus en détail les raisons physico-chimiques de I'impact de la minéralogie de la
matrice sur le mélange MTBSTFA / DMF. Pourquoi tel sol pose-t-il probleme, au contraire de
tel autre ? Dans le cas ou un sol entraine un rendement plus faible qu’un autre, quelle est la
différence entre ces deux sols? Notre hypothése de départ est qu'une diminution de
rendement de la fonctionnalisation est causée par la nature de la matrice minérale. Afin de

répondre aux questions soulevées dans cette partie, nous avons caractérisé les analogues
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sélectionnés dans le chapitre |, grace aux techniques d’analyse élémentaire et de
thermogravimétrie couplée a la calorimétrie différentielle a balayage et a la spectrométrie de
masse (TG-DSC-MS). Les résultats sont présentés dans la deuxieme partie de ce chapitre Ill.
Ainsi, nous pourrions étre en mesure d’identifier la source du probleme, afin de proposer des

solutions permettant de le résoudre.

Troisieme partie :

Une fois mieux compris les mécanismes de diminution du rendement de
fonctionnalisation, nous avons, dans une troisieme partie, cherché des solutions adaptées a
la nature minéralogique du sol, et ainsi proposé et testé plusieurs protocoles permettant de

s’affranchir des effets de la matrice minérale.

3.2) Matériel et produits

Toutes les informations portant sur la stérilisation de la verrerie, la solution standard
d’acides aminés, le réactif de fonctionnalisation (MTBSTFA) et le solvant pour la réaction de
fonctionnalisation (DMF), la durée et la température de la réaction de fonctionnalisation, et
tous les parametres relatifs a I'analyse par CPG-SM sont décrites dans le chapitre II.

Afin de pallier le probléme de la non-détection des acides aminés répondant le moins
a la fonctionnalisation (arginine et histidine), la quantité d’acides aminés utilisée a été
multipliée par 10 pour I'ensemble de la suite des expériences. Ainsi, 100 uL sont évaporés au
lieu de 10 pL. Grace a cette augmentation de quantité de matiere, ces deux acides aminés ont

pu étre détectés et quantifiés.

3.3) 1°™ partie : tests préliminaires

La question posée dans cette partie est la suivante : les acides aminés sont-ils détectés
lorsque le mélange MTBSTFA / DMF est précédemment chauffé (75°C pendant 15 minutes,
conditions standard de fonctionnalisation utilisées dans cette thése) en présence de

I’'analogue, puis utilisé pour fonctionnaliser une quantité connue d’acides aminés ?
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Notre premiere hypothese est que la nature minéralogique du sol peut avoir un effet
sur le rendement de la réaction de fonctionnalisation au MTBSTFA. Une telle réduction de
rendement pourrait s’expliquer par des interactions, au cours de la fonctionnalisation de
molécules organiques présentes dans le sol, entre la matrice minérale, I'agent de
fonctionnalisation, et les molécules organiques cibles et molécules organiques
fonctionnalisées.

Notre seconde hypothése est que la diminution de rendement de la fonctionnalisation
provient de la désactivation chimique du MTBSTFA par la matrice minérale (famille de facteurs
(i)).

En chauffant le mélange MTBSTFA / DMF en présence de la matrice minérale, avant
d’utiliser une fraction de ce mélange pour fonctionnaliser une quantité connue d’acides
aminés, nous serons en mesure de confirmer ou d’infirmer ces deux hypotheses. Elles seront
testées sur un échantillon de sol d’Atacama (analogue de sol martien reconnu pour sa nature
oxydante), un échantillon de sol de Svalbard (constitué majoritairement de smectite), et un

échantillon de sol de Rio Tinto (constitué de sulfates hydratés).

3.3.1) Protocoles

Le protocole suivi est le suivant :

La référence : dans un premier temps, une référence est établie : une quantité
connue d’acides aminés est fonctionnalisée grace a un mélange MTBSTFA / DMF. La
fonctionnalisation est considérée comme étant proche de 100% (Rodier et al., 2001). Cette
référence permettra donc d’évaluer les quantités d’acides aminés perdues lors des différents

tests présentés ci-apres.
L’expérience sur le sol : Un mélange MTBSTFA / DMF (ratio 3 : 1) est chauffé en

présence d’un échantillon d’analogue martien. Ce mélange est récupéré et est utilisé pour

fonctionnaliser une quantité connue d’acides aminés.
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Dans ces deux expériences, un étalon interne (le laurate de méthyle) est ajouté avant
I’étape d’injection en CPG. L’ajout d’un étalon interne en quantité connue permet de
s’affranchir de certains biais, comme par exemple celui lié a la réponse du spectromeétre de
masse (qui n’est pas parfaitement proportionnelle a la quantité du soluté étudié) ; ou encore
de faire fi de la variabilité des résultats, causée par la préparation de I’échantillon, I'injection
manuelle, ou I'appareillage. La comparaison des ratios « aire du pic de I’'acide aminé sur 'aire
du pic de I'étalon interne », entre I’échantillon de référence et I’échantillon expérimental,
permet de déduire I'efficacité de la réaction de fonctionnalisation. Cette comparaison entre
la référence et I'expérience permet de déterminer si le MTBSTFA a été ou non désactivé lors
de son chauffage en présence du sol (réaction avec des molécules organiques, des minéraux,

des agents oxydants, de I’eau ou des sels).

a) La référence

Un volume de 100 pL de la solution standard d’acides aminés est déposé dans un vial
et évaporé sous argon (quantité de matiére n = 2,5.107 mol). Aprés évaporation, 60 pL de
MTBSTFA et 20 puL de DMF (ratio 3 :1) (volume total : 80 uL) sont ajoutés au résidu sec. La
solution résultante est ensuite agitée grace a un vortex, puis chauffée a 75°C pendant 15
minutes, afin de permettre la fonctionnalisation des acides aminés. Un volume de 0,5 uL de
cette solution est prélevé grace a une seringue et injecté dans un CPG, couplé a un SM. Les
conditions chromatographiques sont les suivantes: injecteur a 250°C, split mode 1/20,
détecteur a 200°C. Le programme de température de la colonne est le suivant : isotherme de
120°C pendant 10 minutes, suivi d’'une rampe de 3°C.min’, jusqu’a 250°C, suivi par une
deuxiéme rampe de 10°C.min%, jusqu’a 300°C, avec un isotherme de 5 minutes a 300°C. La

gamme de détection du spectromeétre de masse inclut les rapports m/z de 50 a 650 u.

b) L’analogue de sol martien

En parallele, 25 mg de sol sont prélevés et déposés dans un vial. Des volumes de 90 pL
de MTBSTFA et 30 uL de DMF (ratio 3 :1) y sont ajoutés. L’ensemble est mélangé grace a un
vortex, puis chauffé a 75°C pendant 15 minutes. Une centrifugation est ensuite réalisée (3500
tours par minute pendant 3 minutes) et 80 pL du surnageant est récupéré. Ce surnageant est
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ajouté a un vial contenant 100 pL de la solution standard d’acides aminés évaporée (n=2,5.10
7 'mol). La solution résultante est mélangée grace a un vortex et fonctionnalisée en chauffant
a 75°C pendant 15 minutes. 0,5 uL de cette solution est prélevée grace a une seringue et
injectée dans un CPG, couplé a un SM. Ce protocole a été réalisé avec les trois analogues

sélectionnés : Atacama, Svalbard et Rio Tinto.

c) Schéma récapitulatif

a) Référence

Mélange d’acides N
aminés Fonctionnalisation avec mélange pur
(n=2,5.10"7mol) MTBSTFA(60pL)/DMF(20uL), fiole en verre (75°C; 15min)

Analyse (CPG-SM)

b) Analogue (Les acides aminés sont-ils détectés lorsque le mélange MTBSTFA/DMF est précédemment
chauffé en présence de I'analogue?)

Sol (m=25mg) |

Surnageant
MTBSTFA/DMF

Ajout mélange pur
MTBSTFA(90pL)/DMF(30pL), puis
chauffage, fiole en verre (75°C;

15min) v =80 puL

Mélange d’acides - > | Analyse (CPG-SM)

aminés Fonctionnalisation avec MTBSTFA/DMF
(n=2,5.10"7mol) (80pL) précédemment chauffé en présence
du sol, fiole en verre (75°C; 15min)

Figure lll-1: schéma récapitulatif des expériences réalisées au cours de la partie 3.3).

3.3.2) Résultats et discussion

Nous présentons ici les différents résultats de fonctionnalisation d’'un mélange
standard d’acides aminés aprés contact du MTBSTFA avec différents types de matrices
minérales : un sol oxydant (le sol d’Atacama), un sol contenant un minéral hydraté (smectite
du sol de Svalbard) et un sol contenant des sels, qui sont dans ce cas également des minéraux
hydratés (sulfates hydratés de Rio Tinto). Nous qualifierons par la suite ces différentes natures
minéralogiques par les expressions suivantes: sol oxydant (Atacama), smectite (Svalbard), et

sulfates hydratés (Rio Tinto).
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3.2.2.1) Référence

La référence consiste en I'analyse d’'une quantité connue d’acides aminés, obtenue
grace a I’évaporation d’un volume connu d’une solution standard commerciale. Le rendement
de la fonctionnalisation des acides aminés d’une solution standard commerciale est considéré
proche de 100%. Ainsi, cette référence permet, par comparaison avec les tests effectués sur
les différents sols, d’évaluer I'efficacité de la réaction de fonctionnalisation pour chaque
échantillon de sol. La différence de rendement de fonctionnalisation entre la référence et
I’'expérience (en pourcentage) est exprimée par le terme « recouvrement ».

Prenons un exemple : aprés fonctionnalisation d’'une quantité connue de solution
standard, nous obtenons un ratio « aire de I'acide aminé / aire de I’étalon interne » de 1 pour
I’alanine. Cette valeur obtenue est la valeur de référence. Aprés fonctionnalisation de la méme
quantité de solution standard, avec cette fois-ci un mélange MTBSTFA / DMF qui a au
préalable été chauffé en présence du sol, nous obtenons un ratio « aire de I’acide aminé / aire
de I’étalon interne » de 0,5 pour I'alanine. Ceci veut dire que le recouvrement pour l'alanine

est de 50%. Le rendement de la réaction de fonctionnalisation a été réduit.

Apres analyse de la référence, tous les acides aminés de la solution standard sont
séparés et détectés (figure IlI-2). On peut remarquer que certains acides aminés ont une
intensité absolue moindre par rapport a d’autres, ce qui est le cas de I'histidine, et plus
particulierement de I'arginine. Comme discuté dans le chapitre Il, ces acides aminés sont les
plus difficiles (au sein de notre mélange standard) a détecter, d’une part car leur élution se
déroule a haute température (la valeur de la limite de détection est augmentée, a cause de la
ligne de base plus intense qu’en début d’analyse, causée par le « bleeding » de la colonne).
Ceci est di a leur haut poids moléculaires aprés fonctionnalisation, et leur faible volatilité,
méme apreés fonctionnalisation.

D’autre part, leur fonctionnalisation pourrait avoir généré plusieurs especes chimiques
différentes, dont certaines non-détectées car leur quantité tombe sous la limite de détection.
L’arginine, par exemple, est connue pour produire plus d’un dérivatif (Allen and Ratcliffe,

2009; Mawhinney et al., 1986; Neves and Vasconcelos, 1987; Ohlund and Nisholm, 2001).
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Pour finir, les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) sont les plus difficiles
a fonctionnaliser, et nécessitent un temps de réaction supplémentaire afin d’atteindre un
rendement maximal de fonctionnalisation (Neves and Vasconcelos, 1987). L’arginine semble
étre I'acide aminé le plus difficile a fonctionnaliser completement (Neves and Vasconcelos,
1987), c’est-a-dire l'acide aminé dont la fonctionnalisation de tous ses H labiles
fonctionnalisables est la plus difficile a obtenir. Le schéma de fragmentation de I'arginine est
également difficile a prédire (Allen and Ratcliffe, 2009). L’histidine, quant a elle, possede un
groupement béta-imidazole. Or il a été montré que les composés imidazole silylés sont eux-
mémes d’excellents donneurs de la fonction silyle (Mawhinney et al., 1986). L’histidine est
donc probablement facilement sujette a la désilylation de son groupement imidazole silylé,
limitant ainsi sa détection par CPG-SM.

Le composé présent a tr = 20,8 minutes n’a pas pu étre identifié. Il est présent dans
tous les chromatogrammes présentés dans cette these. Il s’agit trés certainement d’un sous-

produit de la fonctionnalisation d’un ou plusieurs acides aminés.
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Figure 1lI-2: Chromatogramme des acides aminés séparés (référence). Fonctionnalisation avec 60 pL
de MTBSTFA, 20 puL DMF, 15 min a 75°C. Injection de 0,5 uL du mélange. Paramétres CPG: injecteur
250°C, split mode 1/20, détecteur 200°C, colonne 120°C 10 min, rampe 3°C.minjusqu’a 250°C,
deuxiéme rampe 10°C.min"jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C. Gamme de détection, m/z de 50
a 650.

1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-
Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Arg, 16: L-His, 17: L-Tyr, 18: L-Cys.
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Apres fonctionnalisation d’'une quantité d’acides aminés égale a celle de la référence,

grace au mélange MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence du sol d’Atacama, on

obtient le chromatogramme présenté en figure llI-3. D’un point de vue qualitatif, on observe

sur ce chromatogramme (figure IlI-3) I'intégralité des acides aminés étudiés, avec des rapports

signal sur bruit (S/N) du méme ordre de grandeur que ceux trouvés lors de I'analyse de la

référence. De méme, les temps de rétention de chaque acide aminé concordent avec ceux

obtenu lors de I'analyse de la référence.
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Figure 1ll-3: Chromatogramme des acides aminés séparés, aprés fonctionnalisation avec un

mélange de MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence d’un échantillon d’Atacama.

Fonctionnalisation avec 60 puL de MTBSTFA, 20 uL DMF, 15 min a 75°C. Injection de 0,5 pL du

mélange. Parameétres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, detecteur 200°C, colonne 120°C 10 min,

rampe 3°C/min jusqu’a 250°C, deuxiéme rampe 10°C/min jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C.

Gamme de détection, m/z de 50 a 650 u.

1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-

Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Arg, 16: L-His, 17: L-Tyr, 18: L-Cys.

L’analyse semi-quantitative du recouvrement (comparaison entre la référence et

I’expérience sur Atacama) des différents acides aminés montre que ce dernier varie de 41,3%
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(lysine) a 94,4% (isoleucine), selon les acides aminés (tableau IlI-1, figure lll-4 et figure 111-5).
Seulement pour I'alanine, la glycine, la proline, la sérine, la lysine, I’histidine et la cystine, on
peut affirmer avec certitude que les rendements de fonctionnalisation sont plus faibles que
ceux observés aprés fonctionnalisation de I’échantillon de référence (en effet, pour ces acides
aminés seulement, la variabilité entre la référence et I'expérience ne peut pas étre expliquée
par les barres d’erreur).

Les recouvrements plus faibles de la lysine et de I'histidine (comparativement aux
autres acides aminés) peuvent s’expliquer par les raisons citées au paragraphe précédent.
Celui de la cystine peut s’expliquer par le fait que cet acide aminé est élué en fin d’analyse
(aplatissement du pic, dissimulation par le « bleed » de la colonne). Ainsi, la cystine (mais aussi
la lysine et I'histidine), en cas de diminution du rendement de la fonctionnalisation, sont les
acides aminés qui voient leurs quantités détectées réduites de maniere plus importante.

Cependant, ce n’est pas le cas pour I'arginine.

Acide aminé Référence Atacama
Aire AA/ Aire AA/ Pourec.
Aire El ETR Aire El ETR recouv. dl

Alanine 1,63 6,02 1,40 3,30 86,33 2,85
Glycine 1,32 8,91 0,87 8,91 65,76 5,86
Valine 1,87 7,71 1,75 3,87 93,15 3,61
Leucine 2,00 8,97 1,78 5,02 89,05 4,47
Isoleucine 2,11 9,92 1,99 3,37 94,39 3,18
Proline 1,82 10,21 1,43 4,75 78,31 3,72
Methionine 2,05 14,29 1,85 2,82 90,22 2,54
Sérine 2,44 14,50 1,99 3,44 81,59 2,80
Thréonine 2,57 15,81 2,08 6,68 81,02 5,41
Phénylalanine 2,42 17,20 2,13 4,19 88,39 3,70
Acide aspartique 2,61 19,09 2,32 2,13 89,11 1,90
Acide glutamique 2,08 22,68 1,83 2,16 87,81 1,90
Lysine 1,62 30,02 0,67 5,06 41,31 2,09
Arginine 0,24 76,50 0,21 8,85 86,72 7,68
Histidine 1,35 29,23 0,78 4,60 58,28 2,68
Tyrosine 3,15 23,25 2,71 4,31 86,04 3,71
Cystine 1,14 26,32 0,70 7,05 61,12 4,31

Tableau llI-1 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type
relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol d’Atacama. Le pourcentage de

recouvrement, ainsi que son écart-type, est donné pour I'expérience sur le sol d’Atacama.
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Figure Ill-4: Quantités d’acides aminés avec ou sans chauffage préalable de la solution de MTBSTFA /

DMF au contact de I’échantillon d’Atacama
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Figure IlI-5 : Pourcentage de recouvrement des acides aminés (par comparaison avec la référence)

236




Chapitre Il : Minéralogie

Comment expliquer la diminution du rendement de la fonctionnalisation dans le cadre
de cette expérience ? Concernant les facteurs potentiellement responsables d’une diminution
du rendement de la fonctionnalisation, nous avons éliminé la famille de facteurs (ii), c’est-a-
dire l'interaction entre la matrice minérale et les molécules organiques cibles et / ou leurs
produits de fonctionnalisation. Ainsi, ce résultat est explicable par une désactivation partielle
du MTBSTFA lors du chauffage du mélange MTBSTFA / DMF en présence du sol. |l est possible
qgue le MTBSTFA ait fonctionnalisé de I'eau ou des composés organiques (ou d’autres
nucléophiles) présents dans le sol d’Atacama, ou encore qu’il ait été oxydé par des agents
oxydants (oxydes de fer, perchlorates) et qu’il n’y avait plus de MTBSTFA en quantité
suffisante pour fonctionnaliser la totalité des acides aminés. Il serait ainsi intéressant de
contacter le sol d’Atacama avec un mélange MTBSFTA / DMF, afin d’y réaliser, in situ, la

réaction de fonctionnalisation, dans le but de voir si on y détecte des composés organiques.

Pour résumer, les deux hypotheses investiguées étaient les suivantes :

1) la nature minéralogique de la matrice minérale va entrainer une diminution de
rendement de la fonctionnalisation, cette diminution variant selon la nature minéralogique
du sol.

2) en éliminant la famille de facteurs (ii), le rendement de fonctionnalisation est quand
méme réduit. Ce qui permettrait de prouver que la raison de la diminution de rendement

provient de la famille de facteurs (i).

Grace a cette expérience, nous avons donc confirmé la premiére hypothése pour le sol
d’Atacama. Ainsi, la présence de certaines especes dans cet échantillon (provenant d’un sol
reconnu pour sa nature oxydante) semble bien entrainer une diminution du rendement de la
fonctionnalisation, mais pas un rendement nul.

Nous avons également confirmé la deuxieme hypothése. Ainsi, nous pouvons affirmer
que c’est |la désactivation partielle du MTBSTFA lors du chauffage du mélange MTBSTFA / DMF
en présence du sol d’Atacama (famille de facteurs (i)) qui a contribué a la diminution du

rendement de la fonctionnalisation.

3.2.2.3) Smectite (Svalbard)
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Apres fonctionnalisation de la méme quantité d’acides aminés (que la référence) avec
le mélange MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence du sol de Svalbard, on
obtient le chromatogramme présenté en figure lll-6. Tout comme pour Atacama, d’un point
de vue qualitatif, 'ensemble des acides aminés sont détectés (figure Ill-6). Les rapports S/N
sont du méme ordre de grandeur que sur le chromatogramme de référence, et les temps de

rétention correspondent.
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Figure llI-6: Chromatogramme des acides aminés séparés, aprés fonctionnalisation avec un mélange
MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence d’un échantillon de Svalbard.
Fonctionnalisation avec 60 puL de MTBSTFA, 20 uL DMF, 15 min a 75°C. Injection de 0,5 pL du
mélange. Parametres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, détecteur 200°C, colonne 120°C 10 min,
rampe 3°C.min! jusqu’a 250°C, deuxiéme rampe 10°C.min! jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C.
Gamme de détection : m/z de 50 a 650 u.

1: Etalon interne (methyl laurate), 2: L-Ala, 3: Gly, 4: L-Val, 5: L-Leu, 6: L-lle, 7: L-Pro, 8: L-Met, 9: L-
Ser, 10: L-Thr, 11: L-Phe, 12: L-Asp, 13: L-Glu, 14: L-Lys, 15: L-Tyr, 16: L-Cys.

L'analyse semi-quantitative du recouvrement (comparaison entre la référence et
I’'expérience sur Svalbard) des différents acides aminés montre que ce dernier varie de 62,5%
(lysine) a 106,2% (isoleucine) (tableau 1lI-2, figures IlI-7 et 111-8). Seule la glycine semble avoir

un rendement de fonctionnalisation plus faible que lors de la fonctionnalisation sur la solution
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standard (référence). Les valeurs supérieures a 100% peuvent étre attribuées aux erreurs de

mesure ou variabilité entre réplicats.

Acide aminé Référence Svalbard
Aire AA/ Aire AA/ Pourec.
Aire El ETR Aire El ETR recouv. ET

Alanine 1,63 6,02 1,60 2,09 98,23 2,06
Glycine 1,32 8,91 1,09 6,66 82,17 5,48
Valine 1,87 7,71 1,96 2,45 104,43 2,56
Leucine 2,00 8,97 2,01 2,77 100,75 2,79
Isoleucine 2,11 9,92 2,24 1,61 106,22 1,71
Proline 1,82 10,21 1,72 4,04 94,39 3,81
Methionine 2,05 14,29 2,12 4,63 103,36 4,78
Sérine 2,44 14,50 2,32 5,70 95,39 5,44
Thréonine 2,57 15,81 2,61 10,13 101,74 10,31
Phénylalanine 2,42 17,20 2,45 4,82 101,59 4,90
Acide aspartique 2,61 19,09 2,64 6,57 101,33 6,66
Acide glutamique 2,08 22,68 2,05 5,56 98,63 5,48
Lysine 1,62 30,02 1,01 21,76 62,51 13,60
Arginine 0,24 76,50 0,24 50,46 101,10 51,02
Histidine 1,35 29,23 1,01 21,91 74,99 16,43
Tyrosine 3,15 23,25 3,02 3,82 96,02 3,67
Cystine 1,14 26,32 0,89 28,96 78,02 22,60

Tableau 1lI-2 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type
relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Svalbard. Le pourcentage de

recouvrement, ainsi que son écart-type, est donné pour I'expérience sur le sol de Svalbard.
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Figure 11I-7: Quantités d’acides aminés avec ou sans chauffage préalable de la solution de MTBSTFA /

DMF au contact de I’échantillon du Svalbard
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Figure I11-8 : Pourcentage de recouvrement des acides aminés (par comparaison avec la référence)

Les résultats présentés ici sont qualitativement les mémes que ceux obtenus lors de
I’expérience sur Atacama. La différence étant, cette fois-ci, que seulement pour la glycine les
écart-types de la référence et de I'expérience ne se recouvrent pas (ainsi, seulement pour la

glycine nous pouvons affirmer avec certitude que le rendement de fonctionnalisation est plus
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faible que lors de la fonctionnalisation de I’échantillon de référence). Ainsi, les résultats
peuvent étre expliqués de la méme maniéere que pour I'échantillon de sol d’Atacama, c’est-a-
dire par une désactivation partielle du MTBSTFA lors du chauffage du mélange MTBSTFA /

DMF en présence du sol.

Pour résumer, grace a cette expérience, nous avons donc confirmé la premiére
hypothése pour le sol du Svalbard. Ainsi, la présence d’'un minéral hydraté (phyllosilicate),
principal constituant de notre échantillon de sol du Svalbard, semble bien entrainer une
diminution du rendement de la fonctionnalisation (avec certitude uniquement pour la
glycine), mais pas un rendement nul. Ce résultat est intéressant dans le cadre de la recherche
d’acides aminés sur Mars, puisque des phyllosilicates (dont des smectites) y ont été détectés,
y compris au sein du cratére Gale (site d’atterrissage et d’investigation du rover Curiosity,
mission MSL; ¢f. Vaniman et al., 2014). Les phyllosilicates sont d’autant plus important dans le
cadre de ces investigations, puisqu’ils sont également la preuve que de I'’eau a coulé sur Mars
a une époque ou les conditions étaient propices a I'apparition de la vie. lls sont également
capables de conserver des bioindices.

Nous avons également confirmé la deuxieme hypothése. Ainsi, nous confirmons plus
avant, avec un nouvel exemple, que c’est la désactivation partielle du MTBSTFA lors du
chauffage du mélange MTBSTFA / DMF en présence du sol de Svalbard (famille de facteurs (i))

qui a contribué a la diminution du rendement de la fonctionnalisation.

3.2.2.4) Sulfates hydratés (Rio Tinto)

Apres fonctionnalisation de la méme quantité d’acides aminés (que la référence) avec
le mélange MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence du sol de Rio Tinto, le résultat
est qualitativement tres différent des tests sur les deux autres sols : aucun acide aminé n’a été
détecté (figure 1llI-9). Le pic présent a tg = 20,51 est un pic non-identifié (déja discuté au
chapitre Il, pargraphe 2.2.3.4) qui est également présent dans tous les autres

chromatogrammes.
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Figure 111-9: Chromatogramme des acides aminés séparés, aprés fonctionnalisation avec un mélange
MTBSTFA / DMF précédemment chauffé en présence d’un échantillon de Rio Tinto.
Fonctionnalisation avec 60 puL de MTBSTFA, 20 uL DMF, 15 min a 75°C. Injection de 0,5 pL du
mélange. Parametres CPG: injecteur 250°C, split mode 1/20, détecteur 200°C, colonne 120°C 10 min,
rampe 3°C.min" jusqu’a 250°C, deuxiéme rampe 10°C.mint jusqu’a 300°C, isotherme 5 min a 300°C.
Gamme de détection, m/z de 50 a 650 u.

1: Etalon interne (laurate de méthyle).

Cette non-détection des acides aminés, traduisant un rendement de fonctionnalisation
nul, peut s’expliquer par la désactivation de la totalité du MTBSTFA lors du chauffage du
mélange MTBSTFA / DMF en présence du sol. Cette désactivation serait causée par la réaction
du MTBSTFA, par exemple avec de I'eau ou des sels (en I'occurrence les sulfates de
I’échantillon), c’est-a-dire n‘importe quelle espéce capable d’agir en tant que nucléophile a la

place des groupements amines et carboxyles des acides aminés.

Grace a cette expérience, nous avons donc confirmé la premiére hypothése pour le sol
de Rio Tinto. Ainsi, la présence de sels hydratés (sulfates hydratés) dans le sol de Rio Tinto
semble bien entrainer une diminution du rendement de la fonctionnalisation, au point
d’entrainer un rendement nul. Ce résultat confirme également le résultat de Stalport et al.
(2012), qui n’avaient pas détecté de molécules organiques dans cet échantillon apres
fonctionnalisation au MTBSTFA, alors que I"échantillon est connu pour en contenir (Stockton

et al., 2009 ; dans Stalport et al., 2012). En effet, Stockton et al. (2009) ont réalisé des analyses
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par électrophorese microcapillaire d’un extrait par eau sous-critique de cet échantillon de Rio
Tinto (nommé KF03-A dans leur étude), et y ont détecté des molécules organiques a des
concentrations de l'ordre du ppt (partie par trillion, « parts-per-trillion » en Anglais)
(éthylamine, sérine et glycine ; ainsi que 'ammoniac NH3) et de I'ordre du ppb (méthylamine,
valine, alanine et acide aspartique).

Il est intéressant de noter que la nature de I’échantillon de sol d’Atacama (sol analogue
reconnu pour sa nature oxydante) et celle de I'échantillon de sol de Svalbard (présence de
smectite, un minéral hydraté) n’avaient pas entrainé un rendement nul.

Cependant, notre connaissance limitée de I'effet des différentes matrices
minéralogiques (par exemple, phyllosilicate contre sulfates hydratés) sur le rendement de la
fonctionnalisation, ne nous permettent pas d’interpréter plus avant. Ce rendement de
fonctionnalisation nul serait problématique dans le cadre de la recherche d’acides aminés
dans des environnements martiens présentant ce profil minéralogique. Des sulfates ont été
détectés sur Mars, et ils sont présents dans les environnements d’intérét exobiologique (dont
le cratere Gale ; ¢f. Vaniman et al., 2014), puisqu’ils sont la preuve que de I'eau a coulé sur
Mars (bien que dans un environnement moins propice a la vie que celui dans lequel les
phyllosilicates se sont formés).

Nous avons également confirmé la deuxieme hypothese. Ainsi, nous pouvons affirmer
une fois encore que c’est la désactivation du MTBSTFA lors du chauffage du mélange MTBSTFA
/ DMF en présence du sol de Rio Tinto (famille de facteurs (i)), qui a contribué a la diminution
du rendement de la fonctionnalisation, et plus particulierement dans ce cas, d’'un rendement

nul.

3.3.3) Conclusion

Les deux hypothéses de cette premiere partie du chapitre Il étaient les suivantes :

1) la nature minéralogique de la matrice minérale va entrainer une diminution de
rendement de la fonctionnalisation, cette diminution variant selon la nature minéralogique
du sol. Nous avons confirmé cette hypothése, en montrant que les trois types de minéralogies
différents avaient tous entrainé une diminution du rendement de la fonctionnalisation. De

plus, nous avons montré que cette diminution de rendement était variable selon la nature
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minéralogique du sol, avec un rendement minimal (nul) en présence de sulfates hydratés (Rio
Tinto), un rendement compris entre 62,5% et 106,2% en présence de smectite (une argile,
faisant partie des phyllosilicates) (Svalbard), et un rendement compris entre 41,3% et 94,4%
en présence d'un échantillon de sol provenant d’'un analogue reconnu pour sa nature
oxydante (Atacama).

2) en éliminant l'interaction directe entre la matrice minérale et les molécules
organiques cibles et / ou leurs produits de fonctionnalisation (c’est-a-dire la famille de facteurs
(ii)), grace a notre expérience qui nous évite de réaliser la fonctionnalisation directement sur
le sol, le rendement de fonctionnalisation est quand méme réduit. Ceci permettrait de prouver
gue la raison de la diminution de rendement provient de la famille de facteurs (i), c’est-a-dire
une désactivation du MTBSTFA lors de son chauffage en présence du sol. Et en effet, lors de
cette premiére partie, bien que la famille de facteurs (ii) ait été supprimée, nous avons observé
une diminution de rendement dans I'ensemble des expériences. La réduction du rendement
provient donc de la désactivation chimique du MTBSTFA au cours de son chauffage en

présence du sol.

La figure IlI-10 permet de comparer les recouvrements (comparaison entre la
référence et I'expérience) obtenus lors des différentes expériences. On peut voir que les
recouvrements pour I’échantillon de Svalbard (constitué de smectite, un phyllosilicate) sont
plus faibles que pour I’échantillon d’Atacama (échantillon provenant d’un sol reconnu pour sa
nature oxydante). A ce stade de I’étude, nous ne connaissons pas la nature exacte de la
minéralogie de I'’échantillon d’Atacama, nous ne pouvons ainsi pas présager du caractere plus
ou moins inhibiteur de ces deux sols sur la réaction fonctionnalisation. Nous pouvons
seulement dire que la nature de la matrice minérale de I'échantillon d’Atacama (analogue
reconnu pour sa nature oxydante) semble avoir un effet inhibiteur moins important sur la
fonctionnalisation que la présence de minéraux hydratés. Quant au sol de Rio Tinto, on peut
constater que la présence simultanée de sulfates hydratés a entrainé un rendement de
fonctionnalisation nul.

Toutefois, nous pouvons comparer la nature minéralogique des sols de Svalbard et de
Rio Tinto. L’échantillon de Svalbard est composé majoritairement de smectite, un minéral
hydraté. C’est le cas aussi pour I’échantillon de Rio Tinto, constitué de sulfates hydratés. De

plus, la smectite, une argile, est connue pour avoir la capacité d’absorber de I'’eau entre ses
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feuillets, eau facilement libérée lors d’'un chauffage du minéral. Certains des sulfates hydratés
de Rio Tinto possédent également de |'eau facilement libérée : I'alunogene Alx(SO4)3:17(H20),
I’amarantite FeSO40H-3(H,0) et la copiapite Fes|[OH(S04)3]2:20(H20). La différence entre ces
deux échantillons (pouvant tous deux facilement libérer de I'eau lors d’un chauffage a faible
température) est la nature du minéral : smectite pour Svalbard et sulfates pour Rio Tinto. La
présence de sels (sulfates) dans I’échantillon de Rio Tinto pourrait donc jouer un réle dans la
non-détection des acides aminés. Cela pourrait également étre di au fait qu’un des deux
échantillons contient plus d’eau facilement libérée. Il va donc falloir en apprendre plus sur le
mécanisme de cette réduction du rendement de la fonctionnalisation. Pour ce faire, nous

proposons de caractériser nos différents échantillons de sols, grace a des techniques d’analyse

thermique.
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Figure 111-10 : Recouvrement des acides aminés (comparaison avec la référence) pour Atacama et

Svalbard. Les recouvrements pour Rio Tinto sont nuls.

3.4) 2°™e partie : caractérisation des analogues martiens

Afin de caractériser la minéralogie des analogues, nous les avons analysés, tout

d’abord par analyse élémentaire, puis par thermogravimétrie couplée a la calorimétrie
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différentielle a balayage et a la spectrométrie de masse (TG-DSC-MS). En effet, I’échantillon
de Rio Tinto a entrainé lors de notre expérience un rendement de fonctionnalisation nul. De
plus, cet échantillon est également connu pour avoir un effet inhibiteur sur le rendement de
la fonctionnalisation au MTBSTFA (Stalport et al., 2012). Nous avons donc voulu en savoir plus
sur la différence entre Rio Tinto et les deux autres analogues, ainsi que la différence entre
Svalbard et Atacama. Cette deuxieme partie nous permettra également d’obtenir des
informations qui pourraient nous indiquer quel(s) traitement(s) serai(en)t nécessaire(s) pour

résoudre ce probleme.

3.4.1) Analyse élémentaire

3.4.1.1) Matériel et méthodes

Tout d’abord, nous avons réalisé une analyse élémentaire sur les échantillons de sol.
En effet, obtenir les pourcentages en carbone, hydrogene, oxygene, azote et soufre (CHONS)
de chaque sol nous permet d’obtenir des éléments de réponse quant a la composition
minéralogique des échantillons. La présence d’eau dans |"échantillon nous intéresse
également. L'utilisation de techniques telles que la Diffractométrie a Rayons X (DRX) aurait
donc été limitée dans ce cas, ne permettant que I'analyse de la matiere cristallisée.

L’analyse élémentaire a été réalisée avec un analyseur élémentaire FLASH 2000 de la

marque Thermo Fisher. Le logiciel utilisé pour le traitement des données est Eager Xperience.

L'analyse des éléments C, H, N et S consiste en une combustion des échantillons dans
un flux d’0O,. L'échantillon est pesé dans des capsules en étain. Des additifs peuvent étre
ajoutés aux capsules lorsque I'on souhaite empécher la formation de carbures métalliques ou
de carbures de silicium, et pour assister la combustion de certains matériaux, tels que des
composés organométalliques ou inorganiques. Par exemple, le pentoxyde de vanadium
(V20s) permet d’assurer une conversion compléte du soufre inorganique en SO3 (Fujine, 2014).

Les capsules sont placées dans le carrousel automatisé de I'appareil (« MAS 200R
autosampler »), qui dépose ensuite les échantillons dans un réacteur d’oxydation / réduction

se trouvant a une température comprise entre 900 et 1000°C et balayé par un flux constant
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de gaz inerte (hélium). La quantité exacte d’O, nécessaire pour la combustion optimale de
I’échantillon est délivrée dans le réacteur de combustion a un instant précis. La réaction de
I’O2 avec la capsule en étain a température élevée génere une réaction exothermique qui
augmente la température a 1800°C pendant quelques secondes (« flash combustion »). A
cette température élevée, les substances (organiques et inorganiques) présentes dans
I’échantillon sont converties en gaz élémentaires (N, et oxydes d’azote, CO,, H;0, SO3) (si
d’autres éléments — tels que le chlore — sont présents, ils seront également convertis en
produits de combustion, tels que le chlorure d’hydrogene. Des absorbants sont utilisés pour
éliminer ces produits de combustion additionnels). Les produits de la combustion sont balayés
hors du réacteur par le gaz inerte et passent au-dessus de cuivre chauffé (600°C). La fonction
du cuivre est d’éliminer tout oxygéne non consumé lors de la combustion, et de convertir tout
oxyde d’azote potentiellement présent en N». Les gaz sont ensuite passés a travers un piege
absorbant afin de ne laisser que le N2, CO3, H,0 et SO,. Ensuite, les gaz sont séparés sur une
colonne chromatographique, et enfin détectés par un détecteur a conductivité thermique

(« Thermal Conductivity Detector », TCD) (figure Ill-11).
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Figure llI-11 : principe de I'analyse des éléments C, H, N et S

La quantification de I'élément oxygene est réalisée grace a un réacteur de pyrolyse
spécifique a ce dernier, chauffé a une température légérement supérieure a 1060°C, et balayé
par un flux constant d’hélium. Ceci permet la pyrolyse compléete de I’échantillon dans un

environnement dépourvu d’oxydants. Les échantillons sont pesés dans des capsules en argent

247



Chapitre Il : Minéralogie

(probablement car en général, les capsules en argent contiennent moins d’oxygene détectable
gue celles en étain [Wang et al., 2008], limitant ainsi la contamination lors de la mesure). Des
additifs peuvent étre ajoutés a la capsule lorsque la réduction d’oxydes métalliques est
requise. Lorsque la capsule est déposée dans le réacteur, I’échantillon est instantanément
pyrolysé. Les gaz pyrolysés résultants sont passés a travers un catalyseur (« nickel coated
carbon »), ce qui permet la conversion compléte de tout gaz contenant de |'oxygene en
monoxyde de carbone CO. Le monoxyde de carbone est séparé des autres gaz pyrolysés sur

une colonne chromatographique, et mesuré quantitativement par un TCD (figure 11-12).

Autosampler ?jq

e
™

f Helium

- B3

CcO

Pyrolysis

GC Column TCD Eager 300
H20 Trap -

NN\
e e Bl —

E— .

\/

Figure lI-12 : principe de I'analyse de I'élément O

Apres détection par le TCD, I'aire des pics chromatographiques est mesurée. A partir
de ces valeurs, I'emploi de méthodes de calibration adaptées (a I'aide de standards) permet
I’obtention de courbes de calibration, et permet ainsi de déterminer le pourcentage en CHONS
de I’échantillon (en pourcentage de la masse totale). La calibration est nécessaire car la
réponse du détecteur varie d’un composé a I'autre. Les méthodes de calibration emploient
toutes l'analyse de quantités connues d’un standard (ou étalon). Trois méthodes de
calibration peuvent étre employées : facteur K moyen (« averaged k-factor »), régression

linéaire, et régression quadratique.

Analyse des éléments C,H, Net S
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Pour I'analyse CHNS, nous avons utilisé la méthode de calibration intitulée « facteur K
moyen ». La quantification des éléments (C, H, N, S) est réalisée en comparant les valeurs
obtenues par I'analyse de I'échantillon et celles obtenues par I'analyse d’un standard, et par
I'usage d’un facteur de référence appelé « facteur K ». Le standard employé est la cystine de
formule CeH12NQ4S;, qui contient (en pourcentage massique théorique) 29.99% de carbone,
5.03% d’hydrogene, 11.66% d’azote, 26.63% d’oxygéne, et 26.69% de soufre. Nous avons
ajouté du V,0s a I'ensemble de nos prises d’essai (nous n’en avons pas ajouté aux blancs).

Le facteur K est calculé grace a I'équation suivante :

K= Mgpq X %Tstd
Aireg g — Airep

Avec : msq la masse du standard
%Tstd le pourcentage théorique du standard
Airestq I’aire du pic du standard
Airepic I'aire du pic du blanc
Le calcul du pourcentage en élément est réalisé grace a I’équation suivante :

K X (Airej,. — Airep¢)
My

% calculé =

Avec : K le facteur K moyen
Aireinc I'aire du pic de I’échantillon analysé (inconnu)
Airepic I'aire du pic du blanc

Minc la masse de I"échantillon analysé (inconnu)

Prenons I'exemple de I'élément C. Lors de notre analyse, nous avons passé deux
échantillons du standard cystine. Le pourcentage théorique de I'élément C au sein de la cystine
est de 29,99%. Le premier échantillon de cystine a pour masse 0,363 mg. La mesure de 'aire
du pic du carbone a donné une valeur de 490741 (dimension sans unité). L’aire du pic du
carbone du blanc (nacelle vide) est de 4685.

Ainsi,

P 0.363 x 29,99
490741 — 4685

Le second échantillon de cystine a pour masse 0,423 mg, avec une aire mesurée du pic

= 2,23974.107°

du carbone de valeur 575721. Selon la méme équation que ci-dessus, le facteur K calculé est

de 2,2254.10°.
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Le facteur K moyen est donc de 2,23064.10>.
Le premier échantillon d’Atacama analysé a pour masse 7,949 mg. L'aire du pic du

carbone a pour valeur 125131. Ainsi,

2.23064.107° x (125131 — 4685)
%C = 7949 = 0,34%

Le pourcentage calculé de carbone au sein de I’échantillon d’Atacama analysé est donc

de 0,34%. Le méme calcul a été réalisé pour tous les échantillons analysés, permettant de

déterminer leurs pourcentagesen C, H, N et S.

Analyse de I’élément O

Pour I'analyse de I’'O, nous avons utilisé la méthode de calibration par régression
linéaire, car nous disposions de plus de valeurs de standard. Dans cette méthode (calibration
par régression linéaire), au moins deux échantillons d’un étalon interne sont analysés. Une
régression linéaire par la méthode des moindres carrés est appliquée aux résultats.
Graphiquement, cela équivaut a faire passer une droite par le nuage de points. L’équation de
cette droite est déterminée. Ensuite, la masse de I'élément, et par conséquent son
pourcentage au sein de I'échantillon, sont déterminés en fonction de I'aire (mesurée) du pic
de I'oxygéne (figure I1I-13).

Les standards utilisés ici sont la cystine, le BBOT (2,5-Bis(5-tert-butyl-2-benzo-oxazol-
2-yl) thiophéne), et le sulphanilamide. lls contiennent des pourcentages en CHNS différents,
ce qui permet d’obtenir une gamme d’étalonnage couvrant l'intégralité des pourcentages
étudiés.

Les pourcentages en éléments de la cystine sont donnés plus avant. Le BBOT contient
(en pourcentage massique théorique) 72.52% de carbone, 6.09% d’hydrogéne, 6.51% d’azote,
7.43% d’oxygene, et 7.44% de soufre. Finalement, le sulphanilamide contient (toujours en
pourcentage massique théorique) 41.85% de carbone, 4.68% d’hydrogéne, 16.27% d’azote,
18.58% d’oxygene, et 18.62% de soufre.
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Figure 11l-13: droite d’étalonnage utilisée pour quantifier I'élément O

3.4.1.2) Résultats et discussion

Chaque valeur présentée ici (tableau 1lI-3) correspond a la moyenne du pourcentage
résultant de I'analyse de deux échantillons du méme sol.

Les résultats de I'analyse élémentaire, en pourcentages massiques par rapport a la
masse totale (%w/wt) sont présentés dans le tableau llI-3 et les figures IlI-14, 11I-15 et 11I-16
(pour les sols d’Atacama, Svalbard et Rio Tinto, respectivement). La figure IlI-17 permet de

comparer les teneurs en éléments entre les trois analogues.

Echantillon [N (%) [NCGANNNRGANTSE | o (%)
Atacama N/A 0,34 0,49 N/A 0,50
Svalbard N/A 1,24 0,24 N/A 1,86
Rio Tinto N/A 0,53 3,26 12,83 | 20,88

Tableau llI-3: pourcentages des éléments N, C, H, S et O mesurés dans les trois analogues
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Atacama: pourcentages en éléments (%w/wt)
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Figure lll-14: analyse élémentaire d’Atacama, montrant les pourcentages en éléments par rapport a

la masse totale

Svalbard: pourcentages en éléments (%w/wt)
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Figure 1ll-15: analyse élémentaire de Svalbard, montrant les pourcentages en éléments par rapport a

la masse totale
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Figure 1ll-16: analyse élémentaire de Rio Tinto, montrant les pourcentages en éléments par rapport a

la masse totale
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Figure llI-17: résultats de I'analyse élémentaire, montrant les pourcentages en éléments C, H, N, S et

O des trois échantillons d’analogues martiens analysés

Aucun des trois analogues ne contenait d’azote au-dessus de la limite de détection de

I’appareil. L'échantillon d’Atacama ne contenait pas de soufre au-dessus de la limite de

détection. Les limites de détection pour les quantités en N et S, pour 'appareil utilisé sont

respectivement de 0,5 pg et 1 ug (Chevalier, communication personnelle).
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Un autre échantillon de Svalbard (AM11-129, par contraste avec I'échantillon AM11-
155 utilisé au cours de cette these) a été analysé et ses teneurs en éléments sont du méme
ordre de grandeur (%N = 0,02 ; %C =2,95; %H = 0,37 ; %S = N/A ; %0 =5,71).

L’échantillon de Rio Tinto possede des pourcentages en H, S et O plus élevés que les
deux autres analogues. Il est intéressant de noter le pourcentage de S qui est bien plus élevé
gue dans le cas de Svalbard (Atacama n’en contenant pas). Ces pourcentages élevés en S et
en O pour Rio Tinto peuvent s’expliquer par la présence de sulfates (ions SO4%), ainsi que par
la présence d’eau. Et en effet, des sulfates hydratés ont été détectés dans cet échantillon de
Rio Tinto (cf. Stalport et al., 2012). Une présence d’eau plus abondante au sein de Rio Tinto
pourrait expliquer le % en H plus élevé que dans les autres sols. Ceci est un premier indice
pour comprendre le mécanisme de réduction du rendement de la fonctionnalisation : le sol
pour lequel les acides aminés n’ont pas été détectés est Rio Tinto, or celui-ci possede des
sulfates hydratés, et pourrait posséder de I'eau en plus grande quantité que les deux autres.
Afin de creuser plus avant cette hypothése, nous allons réaliser des analyses de

thermogravimétrie.

3.4.2) Thermogravimétrie couplée a la calorimétrie différentielle a

balayage et a la spectrométrie de masse (TG-DSC-MS)

3.4.2.1) Introduction

Notre objectif est de découvrir par quel mécanisme la nature minéralogique de
certains types de sol provoque une réduction de rendement de fonctionnalisation et de
proposer une solution pour pallier ce probléme. Pour ce faire, il parait utile d’analyser le
comportement des sols au cours de leur chauffage, et de les comparer. De plus, nous
pourrions obtenir des informations quant a la minéralogie de I’échantillon de sol d’Atacama,

gui nous est pour l'instant inconnue.

Selon la définition de l'union internationale pour la chimie pure et appliquée
(« International Union of Pure and Applied Chemistry », IUPAC), I'analyse thermique regroupe

les « techniques par lesquelles une propriété physique d’une substance est mesurée en
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fonction de la température, lors de l'application a la substance d’un programme de
température controlé ». Plus précisément, ces techniques peuvent étre définies comme des
méthodes expérimentales pour caractériser un systeme (élément, composé ou mélange) en
mesurant les changements de propriétés physico-chimiques a des températures élevées en
fonction d’un accroissement de température (Coats and Redfern, 1963). Les changements
dans les propriétés de I'échantillon peuvent étre associées a I'état de I'échantillon
(température, masse, volume), a des processus (par exemple la chaleur de transition), ou des
propriétés de I’échantillon (par exemple, la capacité de chaleur, la composition chimique, ou
la structure cristalline). Ces changements peuvent se dérouler a une température (de
I’échantillon) constante ou variable, et sont habituellement associés a des effets thermiques
qui génerent ou consomment de la chaleur. Le programme de température contrélée peut
impliquer le chauffage ou refroidissement a un taux de changement de température fixe ou
variable, ou le maintien d’'une température constante (isotherme), ou n’importe quelle
séquence de ces derniers. Les changements dans les propriétés de I’échantillon sont détectés
et mesurés par des détecteurs et transformés en signal électrique (Karathanasis, 2008).

Par exemple, la ThermoGravimétrie (TG), la calorimétrie différentielle a balayage
(« Differential Scanning Calorimetry » DSC), ou encore l'analyse différentielle thermique
(« Differential Thermal Analysis » DTA) sont toutes trois des techniques d’analyse thermique.

L’analyse thermique permet de détecter les effets thermiques (grace a la DSC / DTA)
et les pertes de masse (grace a la TG) qui accompagnent la libération de gaz ou de vapeur lors
du chauffage d’un échantillon. Cependant, ces techniques ne permettent pas la détection et
I'identification du gaz libéré. Afin de pallier ce manquement, la technique d’analyse thermique
peut-étre couplée avec une technique permettant la détection et I'identification du gaz libéré.
Dans ce cas, la technique permettant la détection et l'identification sera qualifiée de
technique d’analyse des gaz libérés (plus connue sous le nom de « Evolved Gas Analysis »,
EGA) (les technigues permettant uniquement la détection, sans identification, sont qualifiées
de « Evolved Gas Detection », EGD). Des techniques couramment utilisées en analyse des gaz
libérés incluent la spectrométrie de masse (SM) ou la spectroscopie InfraRouge a Transformée
de Fourier (IRTF) (Brown, 2004). De cette maniére, lors du chauffage de I’échantillon, en plus
de la nature de la réaction en cours (exothermique on endothermique, renseigné par la DSC
ou la DTA) et de la masse d’échantillon perdue (renseignée par la TG), I'identification des gaz

libérés au cours du gradient de température devient possible.
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L'analyse thermique peut étre utilisée pour caractériser des échantillons de sol.
Beaucoup de constituants des sols subissent des réactions et transitions thermiques a des
régions de températures spécifiques lors du chauffage, qui peuvent servir de propriétés
diagnostiques pour leur identification et quantification. Certaines de ces réactions, telles que
la déshydratation et I’évaporation d’eau sorbée, se déroulent a des températures basses (20
— 300°C). D’autres réactions, comme la déshydroxylation (perte du groupement OH de la
structure cristalline) ou la décarbonatation (conversion de CO3% en CO;), se déroulent
habituellement a des températures plus élevées, en général au-dessus de 250°C. Les
échantillons contenant des composés organiques réduits ou des composés métalliques
peuvent subir un changement de I'état d’oxydation dans des gammes de températures
intermédiaires (250 — 500°C). Les réactions thermiques peuvent étre endothermiques (gain
de chaleur) ou exothermiques (perte de chaleur), et peuvent étre associées a des
changements de phase ou de structure cristalline (Karathanasis, 2008).

La perte d’eau est la transition principale que la plupart des minéraux du sol subissent
lors de leur chauffage. L'eau peut étre présente sous différentes formes et retenue avec

différentes énergies sur les minéraux du sol (Karathanasis, 2008).

Les différents types d’eau du sol

Avant de poursuivre plus avant, il semble donc nécessaire de définir les différents types
d’eau contenus dans le sol. D’un point de vue structurel, I'eau du sol peut étre classifiée
selon (figure 111-18) (Punmia and Jain, 2005):

(i) L'eau de porosité : c’est I’eau contenue dans les pores du sol, essentiellement libre
des forces d’attraction exercées par le sol. Elle comprend I'eau de gravitation (c’est I'eau
soumise a nulle autre force que la gravité, qui comble les pores lorsque le sol est saturé en
eau) et I'eau de capillarité (retenue et suspendue au sein des pores par la tension de surface).

(ii) U'eau adsorbée : c’est I'’eau entourant la surface des grains sous la forme d’un film
fin. Elle est retenue par des forces moléculaires appelées les forces d’adhésion. On distingue
I’eau hygroscopique (affectée ni par la gravité ni par les forces capillaires) et I'eau pelliculaire
(également retenue par des forces moléculaires, mais de moindre intensité que dans le cas de
I’eau hygroscopique). Ces définitions peuvent varier selon les auteurs.
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(iii) L'eau de solvatation: c’est I'eau qui forme une couche de solvatation (ou
hydratation) autour des grains (probablement d’une épaisseur ne dépassant pas 200
molécules). Elle est sujette a des forces de liaison polaires, électrostatiques et ioniques. Elle
reste mobile lorsqu’elle est soumise a des forces hydrodynamiques.

(iv) L'eau de structure : c’est I'eau chimiquement combinée dans la structure cristalline
des minéraux du sol. Elle fait référence aux groupements hydroxyles OH présents dans la
structure cristalline. Elle ne peut pas étre éliminée en chauffant a des températures faibles

(par exemple 105 —110°C). Son élimination implique la destruction de la structure cristalline.

Figure 111-18: classification structurelle de I'’eau du sol (dans Punmia and Jain, 2005).
1: eau de porosité ; 2 : eau adsorbée ; 3 : eau de solvatation ; 4 : eau de structure ; 5 : particule

solide.

Selon Karathanasis (2008), I’eau sorbée (ou eau adsorbée) est présente en tant que
films adsorbés sur les surfaces externes et/ou internes des particules minérales, et les vides
de ces dernieres, ainsi que dans les couches d’hydratation des cations échangeables. Ce type
d’eau est retenu avec une énergie relativement faible, et est facilement perdue lors du
chauffage dans des régions de température faible. La perte d’eau lors du chauffage a faible
température est généralement réversible et sans conséquence permanente pour la plupart
des structures minérales, bien gu’il existe des exceptions. La perte de I'eau adsorbée est
principalement fonction de I’état d’hydratation et de I'énergie du cation saturant, et de la
pression de vapeur de I’eau ou de I’lhumidité relative de I’environnement. Contrairement a ce

type d’eau, les groupements hydroxyles OH (ou eau de structure) sont présents a des positions
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fixes dans la structure cristalline, et leur enlévement est accompagné par des changements
irréversibles ou une destruction compléte de la structure minérale. Les groupements OH sont
retenus avec une plus grande énergie et sont généralement éliminés a de plus hautes
températures que les autres formes d’eau. Puisque I’énergie (chaleur) nécessaire pour
éliminer les groupements OH de la structure cristalline varie selon les minéraux, la réaction de
déshydroxylation se déroule habituellement a différentes gammes de températures. Ceci

permet de différencier, voire de caractériser les minéraux (Karathanasis, 2008).

Ainsi, pour résumer, et considérer ces informations d’un angle adapté a notre étude,
on peut distinguer deux types d’eau :

(i) 'eau relachée a de faibles températures. Elle comprend I'eau de porosité, I'eau
adsorbée et I'eau de solvatation (hydratation). Par commodité, nous I'appellerons I’eau non-
structurelle. On peut y rajouter (cf. Leshin et al., 2013) I’eau contenue entre les feuillets des
phyllosilicates (par exemple I'argile smectite), ainsi que I'eau résultant de la déshydratation
de certains sels (par exemple I'eau présente dans le gypse CaSOs:2H,0, ou eau de
cristallisation), ou d’oxyhydroxides ferriques. Ces minéraux sont d’importance dans le cadre
de la recherche de bioindices a la surface de Mars.

(i) 'eau relachée a de plus fortes températures. C’'est I'’eau de structure des minéraux,

sous forme de groupements OH. Nous I'appellerons par la suite eau structurelle.

Il semble également important d’attirer I’attention sur le fait qu’une confusion peut
émerger quant a la dénomination de sulfate hydraté. Un sulfate hydraté peut étre un sulfate
contenant de I'eau non-structurelle sous la forme « - n(H20) » (eau de cristallisation), donc
bien présente dans sa structure, mais pas structurelle au sens ou on I’entend ici (c’'est-a-dire
sous forme de groupements OH dans la structure du minéral). Un exemple en est I'alunogéne
Al>(S04):17(H20), qui, lors d’un chauffage, subira une déshydratation a faible température
(perte de I'eau non-structurelle indiquée dans la formule du minéral, c’est-a-dire H,0). Un
minéral tel que la jarosite KFe3(SOa4)2(OH)s est également un sulfate hydraté, mais contient
uniquement de l'eau structurelle (groupement hydroxyle), eau qui sera libérée par
déshydroxylation lors d’'un chauffage a plus haute température. Un minéral tel que
I’'amarantite, dont la formule peut s’écrire FeSO40H-3(H,0) (e.g. dans Stalport et al., 2012),

peut étre considéré comme possédant ces deux types d’eau.
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Notre objectif est de comprendre par quel mécanisme la nature minéralogique de
certains types de sol provoque une réduction de rendement de la fonctionnalisation, et de
proposer une solution adaptée a chaque minéralogie. L'utilisation combinée de ces trois
techniques (TG, DSC et SM) nous permet ainsi de comparer le comportement des trois
échantillons de sol au cours du chauffage, et donc de mieux cerner le mécanisme responsable

de la diminution du rendement de la fonctionnalisation sur I’échantillon de Rio Tinto.

3.4.2.2) Matériel et méthodes

Thermogravimétrie

La ThermoGravimétrie (TG), ou encore Analyse ThermoGravimétrique (ATG), est une
technique d’analyse thermique, et est définie par la confédération internationale pour
I’analyse thermique et la calorimétrie (« International Confederation for Thermal Analysis and
Calorimetry », ICTAC) comme « une technique par laquelle la masse d’une substance est
mesurée en fonction de la température, lors de I'application a la substance d’un programme
de température controlé» (Dunn, 2002).

Ainsi, les applications de la TG sont limitées aux réactions impliquant des changements
de masse. Les changements de masse de I’échantillon, causés par les phénomeénes physico-
chimiques prenant place lors du chauffage de I’échantillon, sont mesurés a 'aide d’une
thermobalance. Cette thermobalance est composée d’une microbalance électronique, d’un
four, d’un programmateur de température, le tout contrélé par ordinateur, ce qui permet ala
fois de chauffer et de peser I’échantillon d’'une maniére contrélée (figure IlI-19) (Karathanasis,

2008).
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Figure 11l-19: représentation schématique d’un systéme d’analyse thermogravimétrique (dans

Karathanasis, 2008).

La balance est maintenue dans un systeme fermé afin que I'atmospheére englobant
I’échantillon et le mécanisme de pesée soient gardés sous des conditions controlées. La
sensibilité d’une microbalance typique est de I'ordre du microgramme, et sa charge maximale
est de I'ordre du gramme. Le signal de température provenant du thermocouple du four est
constamment comparé et ajustée a celle du programmateur, grace a des capteurs de flux de
chaleur. Le programme de température le plus commun dans le cadre des analyses de sol est
une rampe de 10 ou 20°C.min"t. Des programmes de température plus complexes peuvent
contenir des combinaisons de segments linéraires et isothermiques, ainsi que des taux de
chauffage variables, pour maintenir un taux de changement de masse constant, afin d’obtenir
une meilleure résolution (Karathanasis, 2008).

L’échantillon est généralement balayé par un gaz inerte (hélium, argon, diazote) pour
éliminer les réactions d’oxydation, et minimiser les interférences causées par les gaz libérés
au cours du chauffage. Les expériences réalisées sans gaz inerte (présence de dioxygene)
conduisent a des températures de déshydratation et de déshydroxylation supérieures. Le
balayage par gaz inerte est généralement préféré afin de diminuer la condensation des
produits de réaction sur la thermobalance, et d’évacuer les produits gazeux, diminuant ainsi

les réactions secondaires (Karathanasis, 2008).
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La TG permet d’obtenir des informations sur des phénomeénes physiques se déroulant
au cours du chauffage de I’échantillon: transitions de phase du second ordre, vaporisation,
sublimation, absorption, adsorption, désorption ; ainsi que sur des phénomenes chimiques :
chimisorption, désolvatation (en particulier la déshydratation), décomposition, dégradation
oxydative, réactions en phase solide (sauf celles se produisant sans changement de masse),
réactions solide — gaz (e.g., oxydation ou réduction) (Coats and Redfern, 1963).

Habituellement, les résultats d’une analyse thermogravimétrique sont présentés par :

(i) une courbe pour laquelle la masse (en absolu ou en pourcentage du poids total) est
représentée en fonction du temps ou de la température (figure I11-20).

(ii) une courbe pour laquelle la dérivée de la masse (dTG) est représentée en fonction
du temps ou de la température, ce qui permet d’évaluer la vitesse de perte de masse au cours
de I'analyse (figure 111-21). Ceci permet d’observer le point d’inflexion de la courbe de TG
(vitesse de perte de masse maximale), et aide a déterminer la température a laquelle la

transformation débute (début du pic dTG).

A1)

AQ2)

Masse (% de la masse totale)

Température (°C)
Figure 111-20 : Courbe thermogravimétrique ou TG. Les sections A (1, 2 et 3) sont des plateaux sur la
courbe de décomposition de I’échantillon. B correspond a un point d’inflexion (pour lequel dW/dt est
a un minimum). C correspond a un autre type de point d’inflexion (pour lequel dW/dt est a un

maximum) (source : Coats and Redfern, 1963).
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Température (°C)

Figure 111-21 : Courbe thermogravimétrique différentielle, ou dTG. Les portions A (1, 2 et 3)
correspondent aux plateaux sur la courbe TG (pour lesquels dW/dt = 0). Le creux B correspond a un
point d’inflexion sur la courbe TG (pour lequel dW/dt est a un minimum). Le pic C correspond a un
autre type de point d’inflexion (pour lequel dW/dt est a un maximum) (source : Coats and Redfern,

1963).

Sur la courbe thermogravimétrique (figure I1I-20), plusieurs étapes peuvent étre
identifiées :

(i) une portion horizontale ou plateau, indiquant une masse constante (par exemple
A(1)).

(i) une portion incurvée, la pente de la courbe indiquant la vitesse de la perte de
masse. Lorsque cette vitesse est maximale, cela correspond a une inflexion (C) avec une valeur
maximum pour dW/dt.

(iii) une inflexion (pour laquelle dW/dt est a un minimum, mais non nul) (B) peut
indiquer la formation d’'un composé intermédiaire.

La portion de la courbe dTG de valeur nulle (dW/dt = 0) (figure 111-21) est équivalente
a la portion horizontale de la courbe TG. Un pic sur la courbe dTG correspond a une portion
incurvée de la courbe TG. Le maximum de ce pic correspond a la pente maximale sur la courbe
TG. Un creux (n’atteignant pas I'axe des abscisses) sur la courbe dTG (B sur la figure I1I-21)
correspond a une inflexion pour laquelle dW/dt est a un minimum sur la courbe TG. La hauteur

du creux au-dessus de I’axe des abscisses (ligne pour laquelle dW/dt = 0) permet d’évaluer la
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stabilité de l'intermédiaire et I'ampleur du chevauchement entre les deux réactions
consécutives (correspondant aux deux pics de chaque coté du creux).

Ainsi, un pic sur la courbe dTG correspond a une étape de perte de masse. Le début
d’un pic sur la courbe dTG correspond au début d’une réaction, et la fin du pic correspond a
la fin de la réaction. La courbe dTG permet d’identifier le nombre d’étapes de perte de masse,
et a quel moment elles se déroulent.

La courbe dTG présente certains avantages par rapport a la courbe TG. Des étapes dans
la courbe TG qui ne seraient pas discernées sont plus facilement visibles dans la courbe dTG.
Par exemple, un changement dans la vitesse de perte de masse peut étre vu comme un creux
sur la courbe dTG, indiquant deux réactions consécutives, ou bien comme une épaule sur un
pic, qui indiquerait deux réactions presque simultanées, ou encore comme une trainée
(« tailing ») a la fin d’un pic, indiquant probablement une forte adsorption du produit volatil
sur la nouvelle phase solide (Coats and Redfern, 1963).

Un exemple de courbe thermogravimétrique (TG) et thermogravimétrique

différentielle (dTG) sont présentés en figure I11-22.
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Figure I11-22 : Courbes TG/dTG typiques de deux sols argileux, contenant : (a) smectite, kaolinite et

calcite ; et (b) gibbsite, goethite, et kaolinite (dans Karathanasis, 2008)

Un scan TG typique d’un sol argileux, équilibré a 52 — 56% d’humidité relative
(« relative humidity », RH), avec un chauffage depuis la température ambiante jusqu’a 1000°C,
a 20°C.min, sous atmosphére de N, produira habituellement des réactions associées
seulement avec des pertes de masse (pas de gains de masse), puisque la présence de gaz
inerte inhibe les réactions d’oxydation (figure 111-22) (Karathanasis, 2008).

La présence de smectite (ou de minéraux du groupe allophane) en quantité suffisante
(> 20%) est associée a une inflexion initiale, correspondant a une déshydratation d’eau
adsorbée, débutant au début du programme de température et se terminant a environ 250°C.
Les dernieres étapes (150 — 250°C) de cette réaction de déshydratation peuvent inclure la
perte d’eau liée par coordination aux cations saturants (c’est-a-dire I'eau inter-feuillets), ou
d’eau associée a la surface des smectites (c’est-a-dire I'eau de solvatation). La quantité d’eau

perdue dépend du type de cation saturant.
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Habituellement, dans cette gamme de température, dans des échantillons contenant
principalement d’autres phyllosilicates TOT (ou 2:1), ou des minéraux du groupe de la kaolinite
(TO, ou 1:1) (pour la nomenclature, cf. paragraphe 1.3.6.3.b) au chapitre 1), beaucoup de
pertes associées a |’eau adsorbée sont considérablement inférieures a 5%. Un chevauchement
significatif d’événements de perte de masse peut se dérouler dans cette gamme de
température, pour des échantillons contenant de I'halloysite hydratée, de I'allophane, du
gypse, ou de la gibbsite. L’halloysite hydratée et I'allophane perdent leur eau sorbée a 100 —
200°C, le gypse a 140-200°C, et la gibbsite se déshydroxyle a 220 — 300°C. Ainsi, toutes ces
réactions peuvent théoriquement étre confondues avec la déshydratation des minéraux de
type smectite. Puisque la coexistence de smectite et de gibbsite dans des échantillons naturels
est inhabituelle, les échantillons posant probleme sont ceux contenant de la smectite, de
I’'halloysite hydratée, de I'allophane, et du gypse (Karathanasis, 2008).

Dans les échantillons contenant des hydroxydes de fer ou des oxyhydroxydes de fer
(goethite), I'étape suivante de perte de masse est associée a la déshydroxylation de ces
minéraux, et se déroule entre 250 et 350°C, réaction coincidant habituellement avec la
déshydroxylation de la gibbsite. Dans la gamme de température 350 — 500°C, la
déshydroxylation de certains hydroxysulfates de fer ou d’aluminium, et des minéraux
palygorskite ou sépiolite, peut interférer avec les étapes initiales de la déshydroxylation de la
kaolinite. Lorsque des minéraux en couches, possédant des polymeres d’hydroxydes
d’aluminium entre leurs couches (« Al-hydroxy-interlayered minerals »), coexistent avec la
kaolinite, une déshydroxylation graduelle de la phase inter-couche peut masquer I'inflexion
initiale de la réaction de déshydroxylation de |a kaolinite (Karathanasis, 2008).

La gamme de températures 450 — 600°C est typique des pertes de masse associées a
la déshydroxylation des minéraux du groupe kaolinite. Dans les échantillons contenant des
chlorites riches en fer et des smectites trioctaédriques (saponite, hectorite), le point
d’inflexion final de la déshydroxylation de la kaolinite peut interférer avec les étapes précoces
des réactions de déshydroxylation de ces derniers (450 — 600°C) (Karathanasis, 2008) (cf.
paragraphe 1.3.6.3.b. au chapitre | pour une définition du terme « trioctaédrique »).

La majorité des minéraux TOT (ou 2 :1) (smectites, vermiculites, illites) et TOT:O (ou
2:1:1, ou 2:2) (chlorites, « Al-hydroxy-interlayered minerals »), ainsi que certains minéraux du
groupe de la serpentine, subissent une déshydroxylation au sein de la gamme de

températures 600 — 750°C. Les températures de déshydroxylation initiales et finales peuvent
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varier légérement, dépendant de la variation structurelle et compositionnelle des minéraux
(par exemple, les chlorites riches en fer, et les smectites trioctaédriques, ont des températures
de déshydroxylation plus faibles). Bien que la plupart des carbonates subissent des pertes de
masse de décomposition au-dessus de 700°C, la sidérite et la magnésite peuvent subir une
décarbonatation a des températures plus faibles (600 — 700°C), entrainant une perte de masse
pouvant se confondre avec celles entrainées par les réactions de déshydroxylation des
minéraux 2:1 et « hydroxy-interlayered ». Finalement, la gamme de température 700 —950°C
est caractérisée par des pertes de masse associées avec la décarbonatation d’autres
carbonates. La dolomite se décompose habituellement de 700 a 800°C, la calcite de 800 a
900°C, et I'aragonite de 850 a 950°C. La température de décarbonatation est fortement
dépendante de la composition cationique et de I'ordre structurel (Karathanasis, 2008).

Une liste plus extensive des réactions subies par les différents minéraux se déroulant
au cours du chauffage d’un échantillon de sol est présentée dans le tableau Ill-4. La

connaissance de ces données permet l'identification des minéraux présents.
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Mincral

Oxides/hydroxides
Gibbsite
Gocthite

Carbonates/sulfates/

sulfides/phosphates
Calcite
Dolomite
Magnesite
Siderite
Na,CO,
Gypsum
Alunite
Jarosite
Pyrite
Strengite

I:1 Layer silicates
Kaolinite
Halloysite
Endellite
Antigorite

2:1 Layer silicates
Mg-smectite (52% RH)

Mg-vermiculite (52%
RH)
Hectonte
Mica
Talc
2:2 Layer silicates
Chlorite

Temperature

region
°C

250-350
300400

750-900

S00-9350

500-750

450600
S00-1000
100-350

4350-360

250460

400-550

200-400

400-600
400-600
400-600
H00-200

25-250
600-900
220-250

S00-900
S00-900
K50-1050

S40-800

Chapitre Il : Minéralogie

Type of
reaction
-OH —-H.O
-OH — H,0
-CO, — CO,
-CO, — CO,
-CO, —CO,
-CO, — CO,
-CO, — CO,
H-OH — H. O
-OH - H,0
-OH — H, 0
-5 = 80,
-OH —H,0
-OH — H,0
-OH - H,0
-OH —H,0
-OH —H,0
H-OH — H,0
-OH - H,0
H-OH — H, O
-OH — H,0
-OH — H, 0
-OH —= H.0
OH - H.O

Tableau lll-4: gammes de températures et types de réactions correspondant aux pertes de masse

observées pour différents minéraux, lors d’une analyse thermogravimétrique (dans Karathanasis,

2008).

Calorimétrie différentielle a balayage

Définition de la DSC

Selon I'lUPAC, la calorimétrie différentielle a balayage (« differential scanning

calorimetry », DSC) est une technique par laquelle la différence entre I'énergie apportée a une

substance, et celle apportée a une référence, est mesurée en fonction de la température, lors
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du chauffage de la substance et de la référence via un programme de température controlé.
Plus précisément, la DSC consiste a mesurer la différence de flux de chaleur (énergie), en
fonction de la température ou du temps, entre un échantillon et un matériau de référence,
lorsqu’ils sont soumis a un programme de température contrélé (Karathanasis, 2008).
Autrement dit, elle est la mesure de la variation d’une propriété : la différence entre le taux
de flux de chaleur apporté a un échantillon, et celui apporté a une référence, lors de leur
chauffage via un programme de température contrélé (Hohne et al., 2003). La référence est
une substance contenue dans une nacelle (I'échantillon a analyser étant contenu dans une

autre nacelle).

Principe de la DSC

Les réactions chimiques, ainsi que beaucoup de transitions physiques, sont liées a la
production ou la consommation de chaleur. Ainsi, la calorimétrie est une méthode de choix
pour investiguer de tels processus. Les calorimetres sont des appareils qui permettent
d’appliquer ou de soustraire a un échantillon une quantité connue de chaleur et de mesurer
les changements de température dudit échantillon (Héhne et al., 2003).

La variation de la propriété mesurée par la DSC (la différence dans le taux de flux de
chaleur) est normalement causée par une altération de la température de I"échantillon. Ceci
implique ['utilisation d’un programme de température controlé. Dans le cas de
réactions/transitions activées par la température (par exemple par le changement contrélé
d’une valeur de température constante a une autre), la température de I’échantillon est
altérée par des processus internes, et est a I'origine du signal DSC (Héhne et al., 2003).

La chaleur fluctue seulement si une différence de température est présente.
Autrement dit, une différence non nulle dans le taux de flux de chaleur implique toujours une
différence de température entre I'échantillon et la référence et leur environnement. Un
changement dans la différence du taux de flux de chaleur implique également un changement

de température (Hohne et al., 2003).

Instrumentation et fonctionnement
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Les instruments DSC peuvent fournir des déterminations calorimétriques précises de
chaleurs de réaction ou de changements d’enthalpie (AH) associés a différents évenements
thermiques. Il existe deux grands types d’instruments DSC, basés sur des principes de
fonctionnement différents: (i) la DSC a flux de chaleur (figure 1lI-23), et (ii) la DSC a
compensation de puissance (Karathanasis, 2008). L'instrument utilisé dans notre cas est de
type DSC a flux de chaleur.

Dans le cas de la DSC a flux de chaleur, I’échantillon et le matériau de référence sont
chauffés depuis la méme source, et la différence de température (AT) est mesurée et convertie

en différence d’énergie par une fonction de sensibilité calorimétrique (Karathanasis, 2008).

7 s/ R b
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Figure 11l-23 : représentation schématique d’un systeme d’analyse par calorimétrie différentielle a
balayage (DSC), de type flux de chaleur (dans Karathanasis, 2008). S : échantillon ; R : référence ;
ATsr: différence de température entre I’échantillon et la référence ; Adsr : différence de flux de

chaleur entre I’échantillon et la référence.

Les évenements thermiques se déroulant dans I’échantillon apparaissent en tant que
déviations sur la ligne de base, que ce soit dans le sens endothermique ou exothermique,
selon si plus ou moins d’énergie doit étre fournie a I'échantillon, relativement au matériau de
référence. En DSC, les réponses endothermiques sont représentées par un déplacement
positif (au-dessus de la ligne de base), correspondant a un transfert d’énergie accru vers
I’échantillon, comparé au matériau de référence.

Des thermocouples sont utilisés en tant que capteurs pour I’échantillon et la référence.
Pour beaucoup d’instruments DSC, les parois du four sont en argent et chauffés par une

résistance. La haute conductivité thermique de I'argent assure une température uniforme au
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sein du four. La nécessité d’'un microprocesseur rapide est primordiale en DSC, puisque le
signal AT doit étre converti en un signal de différence d’énergie (gréce a la fonction de
sensibilité calorimétrique) avant que le flux de chaleur (q) puisse étre enregistré. Ainsi, la
sensibilité de I'instrument calorimétrique est améliorée avec des échantillons de masse faible
(10 a 100 mg), puisque cela maintient les gradients de température a un minimum
(Karathanasis, 2008).

La plupart des expériences minéralogiques sont conduites sous atmosphére inerte
(balayement du four par un gaz inerte, tel que I’hélium ou I'argon). Ceci permet d’évacuer les
produits gazeux et empécher la corrosion du four et des capteurs thermiques des substances
réactives. De plus, cela permet d’éviter |'oxydation des constituants organiques
potentiellement présents dans le sol. Ceci permet une meilleure identification des minéraux
subissant une déshydratation ou une déshydroxylation dans la méme gamme de température
gue celle des réactions exothermiques provenant de |’oxydation des constituants organiques.
L’atmosphere inerte permet aussi d’éliminer les réactions exothermiques associées avec
I'oxydation des hydroxydes de fer ou des hydroxyoxydes de fer, a la suite de leur
déshydroxylation, qui peuvent limiter la lecture des mesures de masse ou de flux de chaleur

(Karathanasis, 2008).

Combinaison avec la TG

La combinaison de la TG avec la DSC permet de directement lier les flux de chaleur
endothermiques ou exothermiques aux changements de masse. Puisque les deux mesures
sont faites sur le méme échantillon, une haute précision d’échange de chaleur par unité de
masse peut étre obtenue pour des réactions chimiques pour lesquelles I'effet énergétique a
causé le changement de masse (Karathanasis, 2008).

La figure IlI-24 présente un exemple de courbe typique obtenue par DSC, suite a

I’analyse des sols présentés en figure IlI-22 (courbes TG/dTG).
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Figure 11I-24: courbes obtenues par calorimétrie différentielle a balayage sur les deux sols de la figure

[11-22 (dans Karathanasis, 2008).

L'avantage des courbes DSC n’est pas seulement de pouvoir mettre en évidence les
pics endothermiques et exothermiques associés avec les réactions de déshydratation,
déshydroxylation, décomposition et oxydation, mais aussi de montrer les pics
endothermiques et exothermiques causés par des réactions de transformation des minéraux,
ou des transitions de phase, non nécessairement associées a des pertes ou gains de masse, et
ainsi, non détectées par I'analyse TG (figure 111-24). Ainsi, les courbes DSC peuvent fournir des
informations supplémentaires sur I'identité des minéraux présents, améliorant la qualité du
diagnostic des données thermo-analytiques (Karathanasis, 2008).

Par exemple, un pic endothermique abrupt a 573°C sur une courbe DSC est associé a
une inversion a - B réversible du quartz. Des pics exothermiques entre 450 et 550°C
correspondent a une transition des polymorphes y-Al;0s vers a-Al,Os et y-Fe;03 vers a-Fe;0s.
Des pic exothermiques dans la gamme 900 — 1000°C seront associés a la recristallisation de
phases minérales dioctaédriques déshydroxylées telles que la kaolinite, montmorillonite ou

illite, vers des minéraux de type spinel (MgAl;0a) ; et vers la mullite (AleSi,013) et le corindon
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(a-Al203) dans la gamme 1000 — 1200°C (cf. paragraphe 1.3.6.3.b. au chapitre | pour une
définition des termes « dioctaédrique » et « trioctaédrique »). La présence de minéraux
trioctaédriques, tels que la serpentine, le talc, la saponite, la vermiculite et la chlorite
entrainent |'observation de pics exothermiques dans la gamme 700 — 1100°C, associés a la

formation des phases minérales fostérite (Mg;SiO4) ou enstatite (MgSiO3s).

Le couplage de I’'analyse thermique et de 'EGA fournit quant a elle de grands avantages
pour le diagnostic des gaz libérés au cours de chaque réaction thermique, la détection des

phases minérales présentes, et le type de transition thermique impliqué (Karathanasis, 2008).

Spectrométrie de masse

La décomposition thermique et I'évaporation d’espéces sont mesurées par la TG et la
DSC, mais ces techniques ne fournissent pas d’informations quant a la composition des
espéeces formées ou relachées. Le couplage de la TG a un spectrometre de masse permet alors
d’identifier ces especes.

La combinaison de la TG avec I'EGA (en l'occurrence, la SM) permet la mesure
simultanée des changements de masse en fonction de la température, et une caractérisation
des produits formés en conséquence de la désorption ou décomposition lors du chauffage de
I’échantillon. Le gaz de balayage de I'instrument d’analyse thermique devient le vecteur des
gaz libérés. Les gaz libérés pénetrent la chambre d’ionisation et sont bombardés par des
électrons et sont fragmentés en ions positifs. Ces ions sont séparés par le quadrupodle en
fonction de leur rapport masse sur charge (m/z) (grandeur exprimée ici en u, pour « unité de
masse atomique unifiée »). Un logiciel produit des scans de I'intensité du courant d’ion a
chaque rapport m/z, en fonction de la température ou du temps. Bien que la fragmentation
de certaines molécules parentes se déroulant dans des SM avec un faible potentiel
d’ionisation puisse compliquer I'identification des gaz, la technique est considérée comme

étant extrémement sensible (Karathanasis, 2008).

Ici, nous avons tout d’abord réalisé pour chaque échantillon (Atacama, Svalbard, Rio
Tinto) une analyse TG-DSC-MS. La masse et le signal DSC sont mesurés en fonction de la
température. Simultanément, les différentes molécules libérées sont transférées vers le MS,
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ou, apres fragmentation, I'intensité de leurs ions (proportionnelle a leur concentration) est
mesurée. Cela nous permet dans un premier temps, sur un graphique en trois dimensions, de
présenter les intensités des ions en fonction de la température et de leur rapport m/z. Ainsi,
nous pouvons observer la libération de différentes especes du sol en fonction de la
température. Ensuite, ces résultats sont mis en relation ces données avec les données
acquises grace a la TG et la DSC.

Dans le cas de Rio Tinto, nous avons réalisé une analyse supplémentaire, dans laquelle
nous avons utilisé le spectrométre de masse en mode « Multiple lon Detection » (MID) : plutot
que de mesurer l'intensité d’'une gamme entiére de rapports m/z, seuls certains ions sont
choisis, et mesurés individuellement au cours du gradient de température. Ce type d’analyse
permet d’avoir une fréquence d’acquisition plus rapide, ce qui la rend plus sensible, et permet
d’obtenir des courbes d’intensité de ces ions tout au long de I'analyse, afin de pouvoir
déterminer les espéces qui sont relachées au cours du chauffage.

Dans le cadre de nos analyses TG-DSC-MS, nous avons soumis nos échantillons a une
rampe de 10°C par minute, sous atmosphere d’hélium (ou d’argon pour Rio Tinto). De
I'alumine I'Al;O3 est utilisée en tant que matériau de référence. L'appareil utilisé est de la
marque Setaram (TG92). Le logiciel utilisé pour le traitement des données est Calisto.

Le spectromeétre de masse utilisé ici, de type quadrupolaire, est différent de celui utilisé
pour les analyses par CPG-SM. C’'est un Omnistar 300 de la marque Pfeiffer Vacuum. La source
d’ions est de type HS Yttria. L'énergie d’impact électronique est de 70 eV. Le logiciel employé

pour le traitement des données est Quadstar 32 bit.

3.4.2.3) Résultats et discussion

3.4.2.3.1) Atacama

Le premier échantillon analysé par TG-DSC-MS est un échantillon du sol d’Atacama, sol
analogue reconnu pour sa nature oxydante (susceptible de contenir des perchlorates a une
concentration maximale de 0,6 %wt, ou d’autres oxydants, cf. paragraphe 1.5.2.3.a) au
chapitre 1), de masse 72,81 mg. Le matériau de référence est Al,0s3, de masse 66,893 mg. Le
gaz inerte est de I'hélium. Le programme de température est constitué d’une rampe de
10°C.mint, avec une température initiale de 20°C, jusqu’a 1000°C.
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Etude de I’évolution de I'intensité des fragments détectés, en

fonction du gradient de température

La figure 111-25 est la représentation en trois dimensions des résultats de cette analyse,
montrant 'intensité (courant d’ion) en fonction du rapport m/z et de la température. Le
logiciel de traitement de données (Quadstar 32 bit) étant fortement limité (nécessité
d’exporter les centaines de cycles un par un), nous avons extrait les données a partir des
fichiers de données bruts (*.sac) vers Matlab, grace a un code développé par Moritz Bubek et

mis a jour par Zaccaria Silvestri (Silvestri, 2013).
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Figure 11l-25: Représentations graphiques (montrant la méme figure sous deux angles différents)
d’une analyse TG-DSC-MS sur un échantillon de sol d’Atacama. Chauffage a 10°C/min, sous

atmosphére d’hélium

Sur la figure 11I-26, permettant une lecture plus aisée de I'axe des abscisses et des
ordonnées, on voit que les rapports m/z moyens les plus abondants au cours du gradient de
température sont les suivants : 12,14, 16,17, 18, 28, 29, 32, 40, 44 et 64 u, avec des intensités

maximales de 7,42.10°, 6,97.10%, 3,37.10%, 1,3.107, 5,37.107, 1,06.10°%, 8,98.10°, 2,23.107,
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1,11.108, 1,47.107, et 2,9.10° A, respectivement. Ces données, ainsi que les ions pouvant

Chapitre Il : Minéralogie

correspondre a ces rapports m/z, sont présentés dans le tableau IlI-5.

L. Intensité
Rapport Intensité . lons
) maximale
m/z maximale (A) . correspondants
relative
12 7,42E-09 0,7 c’
14 6,97E-08 6,6 N
16 3,37E-08 3,2 o*
17 1,30E-07 12,3 OH"
18 5,37E-07 50,7 H,0"
28 1,06E-06 100 | c*o" N,
29 8,98E-09 0,8 13C160+ 14N15N+
32 2,23E-07 21 0, N
40 1,11E-08 1 Ar*
44 1,47E-07 13,9 co,"
64 2,90E-09 0,3 SO,"

Tableau I1I-5 : récapitulatif des rapports m/z observés au cours de cette analyse, intensité maximale

absolue et relative, et ions pouvant correspondre aux rapports m/z observés

x10°

|||||||||||||||I|||||||||I||||||III|||||||||||||||||III||||||||I|||||||||||||||||I|||||||||||||||||
“]_ —]
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Figure I1I-26: Représentation graphique du courant d’ions (A) en fonction du rapport m/z. L’ensemble

des valeurs d’intensité mesurées au cours du gradient de température est présent.

Nous allons maintenant représenter I’évolution de I'intensité de ces rapports m/z en

fonction du gradient de température (figure 111-27).
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Figure 111-27 : Intensité (A) en fonction de la température (°C) lors du chauffage de I'échantillon de sol

d’Atacama

On peut voir sur cette figure que la libération de gaz a partir de I’échantillon se déroule
en trois étapes principales: une premiere étape dont I'intensité maximale est atteinte a 211°C,
suivie par une deuxieme étape avec une intensité maximale a 527°C, et enfin une derniere
étape avec une intensité maximale a 720°C. La lecture de cette figure étant limitée, nous
pouvons observer de maniere plus détaillée la libération des différents gaz grace a la
représentation des intensités sur une échelle logarithmique de base 10 (figure 111-28). Les
différentes courbes ont été réparties sur trois graphiques en fonction de la similarité de leurs

profils d’évolution de I'intensité en fonction de la température.
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Figure 111-28 : Représentation graphique de I'intensité (A) (échelle logarithmique) en fonction de la

température (°C)

Grace a la figure 111-28, nous pouvons observer plusieurs types de courbes :
- celles possédant un plateau des le début de I'analyse, jusqu’a 211°C, avant de
décroitre (m/z 32, 14, 40) (figure 111-28.3)) ;
- celles possédant deux pics d’intensité, un a 211°C et un a 527°C (m/z 17, 18)
(figure 111-28.b) ;
- celles possédant un pic d’intensité a 720°C, plus deux autres pics plus faibles
a 340°C et 276°C (m/z 44, 12) (le rapport m/z = 29 semble posséder des pics d’intensité a ces
mémes températures, excepté 340°C) (figure IlI-28.c) ;
- les courbes « mixtes » : les rapports m/z 28 et 29 sont du premier type, mais
montrent un faible pic a 720°C (caractéristique du deuxiéme type); et le rapport m/z 16
montre les caractéristiques des trois premiers types ;
- et enfin le rapport m/z 64, au comportement singulier, qui posséde un pic a
350°C, et décroit avant d’augmenter de nouveau jusqu'a la fin de I'analyse.
L'espéce de rapport m/z 16 est libérée en trois étapes au cours du chauffage, et

pourrait provenir d'une espéce différente a chaque étape.

279



Chapitre Il : Minéralogie

Nous disposons maintenant d’une vision plus précise des trois étapes principales de la

libération de gaz au cours du chauffage :

- la premiere étape, voyant la libération simultanée de ce qui semble étre deux
espéces différentes jusqu'a 211°C: celle de type 1 (figure 111-28.a)) et celle de type 2 (figure lll-
28.b)).

- la deuxiéme étape : libération de 'espece de type 2 (rapports m/z 16, 17 et
18) avec un pic d’intensité maximale a 527°C.

- la troisieme étape : libération de ce qui semble étre une troisieme espéce
(caractérisée par les rapports m/z 12,16 et 44; 28 et 29) avec un pic d’intensité maximale a

720°C.

Nous allons maintenant procéder a lidentification de ces différentes espeéces, en
comparant les spectres de masse typiques (source : NIST web book) des principaux gaz
attendus lors du chauffage d’un échantillon de sol (dioxygéne O, dioxyde de carbone CO;, eau
H,0, dioxyde de soufre SO3) avec les intensités relatives des différents rapports m/z mesurés

au cours de I'analyse.

Dioxygene:

Les rapports m/z = 16 et m/z = 32 représentés sur le spectre de masse NIST (figure IlI-
29.b)) correspondent aux ions O* et O.*, respectivement (O* étant un fragment de l'ion
moléculaire O2*).

On peut donc voir ici de I'0; qui est libéré lors de la premiére étape de I'analyse (figure
[11-29.a)). Cependant, les deux pics suivants (527°C et 720°C) pour m/z 16 ne correspondent
pas a une augmentation concomitante de m/z 32, ce qui indique une contribution d'une autre

source.
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Figure I11-29 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

1’02 ; (b) spectre de masse typique de 'O,

Dioxyde de carbone:

Les rapports m/z =12, 16, 28 et 44 représentés sur le spectre de masse NIST (figure IlI-
30.b)) peuvent correspondre aux ions *2C*, 160*, 12C1Q*, 12C160,*, tandis que les rapports m/z
= 29, 45 et 46 pourraient correspondre aux ions 3C160Q*, 13C'Q,*, et 12C!60'80¢,

respectivement. Le rapport m/z = 22 peut correspondre a I'ion 12C*0,** (figure 111-30.b)).
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En observant la figure [11-30.a), on peut reconnaitre a travers le pic a 720°C la signature
du CO,, bien que l'intensité du rapport m/z = 28 soit plus forte que ce gu’il serait attendu en
cas de dégagement seul de CO,. On voit cependant que le CO; contribue a faire une épaule a
720°C sur la pente décroissante du rapport m/z = 28. Il est cependant plus difficile
d’interpréter ce qui se passe en début d’analyse. En effet, le rapport m/z = 28 posséde une
intensité bien trop importante, relativement aux autres ions caractéristiques du spectre de
masse du CO.. Il provient slirement de la libération d’une autre espéce, celle caractérisée par
le plateau jusqu’a 211°C. De plus, cette forte intensité limite la lecture des intensités des
autres rapports m/z. Supprimons donc le rapport m/z = 28 pour voir de plus prés ce qui se

passe (figure [11-31).
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Figure I11-30 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

CO3; (b) spectre de masse typique du CO,

Les intensités relatives des différents rapports m/z correspondent au spectre de masse
du CO; et confirment la libération de cette espéce lors de la troisieme étape, qui possede une
intensité maximale a 720°C. Cependant, il est plus difficile d’interpréter sur ce qui se passe au
début de I'analyse, étant donné que le rapport m/z = 16 peut provenir de plusieurs sources.
Nous avons vu (figure 111-28.b)) que le rapport m/z = 12 se comportait comme le rapport m/z
= 44. Au vu des intensités relatives théoriques de ces deux rapports, et des intensités
mesurées lors de I'expérience, on a donc probablement également une premiere libération

de CO,, débutant a 239°C.
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Figure I11-31 : rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du CO,,

sans la courbe représentant le rapport m/z = 28.

Eau:

Les rapports m/z =16, 17, 18 représentés sur le spectre de masse NIST (figure 111-32.b))
correspondent aux ions O*, OH* et H,0", respectivement. Les rapports m/z = 19 et 20 peuvent
correspondre aux isotopes de ces espéces (par exemple, 2H*HO* ou H,Y’0O* pour m/z = 19, et
H,80* pour m/z = 20) (figure 111-32.b)).

Au vu des intensités relatives théoriques des différents rapports m/z caractéristiques
du spectre de masse de I'eau, et des données obtenues expérimentalement, nous pouvons
voir que de I'eau est libérée, au cours de I'analyse, avec deux étapes de forte intensité (211°C
et 527°C). Le pic du rapport m/z = 16 a 720°C est di, comme interprété plus avant, a une

libération de CO; (figure 111-32.a)).
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Figure 111-32 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

H,0 ; (b) spectre de masse typique de H,0O

Dioxyde de soufre:

Les rapports m/z = 16, 32, 48 et 64 représentés sur le spectre de masse NIST (figure IlI-
33.b) correspondent aux ions O, 32S*, SO*, et SO,*, respectivement. Les rapports m/z = 33 et
34 correspondent aux ions 33S* et 34S*, respectivement. Les rapports m/z = 49, 50, 65 et 66
peuvent correspondre aux isotopes des ions SO* et SO,* (par exemple 33SO* ou 325Y70* pour

m/z = 49 ; 3*S0*, 3570* ou S*0* pour m/z = 50) (figure 111-33.b)).
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Bien que I'on observe certains rapports m/z caractéristiques du SO, le rapport m/z =
48 (deuxieme rapport le plus abondant du spectre de masse du SO;) n’a pas été détecté. De
plus, les proportions relatives des différents rapports m/z mesurés au cours de I'analyse ne
sont pas observées aux mémes proportions qu’au sein du spectre de masse typique du SO;.
Ce sont probablement d’autres sources qui contribuent a I'observation des m/z
caractéristiques du SO, par exemple 'O, I'eau, et le CO; pour le rapport m/z =16, et 'O, pour
le rapport m/z = 32 (figure 111-33.a)). On peut donc conclure qu’aucun SO; n’est libéré au cours
de I'analyse, a part peut-étre une légére libération vers la fin, dénotée par la présence du
rapport m/z = 64 ; ainsi qu’une libération, dénotée par un pic d’intensité du rapport m/z = 64,
a 350°C (figure I1I-28.c)). Cependant, aucun soufre n’a été détecté dans I’échantillon de sol
d’Atacama lors de l'analyse élémentaire. Néanmoins, la spectrométrie de masse est une
technique utilisant un détecteur plus sensible que le TCD (« Thermal Conductivity Detector »)

utilisé en tant que détecteur par I'analyseur élémentaire.
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Figure 111-33 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

SO, ; (b) spectre de masse typique du SO;

Pour résumer, on peut supposer que la premiere étape (libération de deux especes
jusgu’a 211°C) correspond a une libération d’eau (I’espéce de type 2).

L’identification de I'espéce de type 1 (caractérisée par les rapports m/z = 14, 16, 28, 29
32, 40 u) est plus difficile. Cela pourrait étre du CO,, mais les rapports m/z = 12 et 44 u n’ont
pas le méme comportement. Cela pourrait étre de 'O, (m/z = 16, 32 u). Cela pourrait
également étre du N2 (m/z = 14, 28, 29). Cela pourrait étre de I'air, cependant, dans ce cas, on
devrait avoir le méme comportement (plateau a 211°C) pour les m/z = 16, 17 et 18 u. Or, ce
n’est pas le cas. Peut-étre que vient s’y ajouter la libération d’eau du sol. Cependant, le rapport
m/z = 18 devrait étre plus intense que m/z = 28, a moins que du N3 soit libéré du sol également.
Or, aucun N n’a été détecté par analyse élémentaire.

La deuxiéme étape (pic d’intensité maximale a 527°C) correspondrait a une seconde
libération d’eau.

La troisieme étape (pic d’intensité maximale a 720°C) correspondrait a une libération
de CO,. A noter que du CO; semble également étre libéré a 270°C et 340°C. Du CO; de l'air
pourrait étre détecté jusqu’a 211°C, puis une libération de CO; du sol aux températures

supérieures.

287



Chapitre Il : Minéralogie

Apportons maintenant plus d’informations grace aux données TG et DSC.

Etude des données TG et DSC, et corrélation avec les données

obtenues par MS

L’analyse TG-DSC-MS sur Atacama nous permet de représenter la masse TG (en % de
la masse initiale) et la dérivée de la masse par rapport au temps dTG (en %.min'), qui permet
de repérer les étapes de perte de masse (figure 11I-34). En effet, un pic sur la courbe dTG
correspond a un taux de perte de masse plus rapide. Le point de départ initial d’un pic sur la
courbe dTG correspond au début d’une réaction ou transformation, et la fin d’un pic
correspond a la fin de la réaction ou transformation. La courbe dTG permet d’identifier le
nombre d’étapes de perte de masse, et le moment ou elles ont lieu.

Il est intéressant de noter que cing principales étapes de perte de masse sont
observées, aux températures de 69°C, 149°C, 278°C, 503°C, et 715°C. Ainsi, au cours du
chauffage de ce sol, au moins cing réactions chimiques ont lieu. Le premier pic dTG est

constitué d’au moins trois pics.

Au cours de I'analyse, seulement 5% de la masse totale est perdue.
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Figure I11-34: courbes de TG et dTG pour Atacama. Chauffage a 10°C/min, sous atmosphére d’hélium.
L'artefact (cassure) aux alentours de 220°C pourrait étre d a un accident lors de I'analyse (par

exemple un heurt de I'appareil ou de la table sur lequel il repose).

Comparons maintenant au sein de la méme figure les courbes d’intensité des rapports
m/z, et celle de la dTG ; en fonction de la température, sur une échelle normale (figure 111-35)

et sur une échelle logarithmique de base 10 (figure 111-36).
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Figure I11-35 : courbes d’intensité des rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et courbe dTG ; en

fonction de la température.
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Figure 111-36 : courbes d’intensité des rapports m/z détectés au cours de I'analyse (échelle

logarithmique), et courbe dTG ; en fonction de la température.

Nous pouvons maintenant corréler les cing principales étapes de perte de masse (69°C,
149°C, 278°C, 503°C, et 715°C) avec les intensités des espéces relachées au cours du
chauffage.

La premiere étape (69°C) ne correspond (de maniére exacte) a aucun pic d'intensité
mesuré par le spectre de masse, sauf des pics mineurs sur les courbes des rapports m/z =12,
44, 17 et 18. Donc peut-étre une libération d'eau et de CO..

La deuxieme étape (149°C) ne semble correspondre a aucun pic particulier sur les
courbes des intensités des rapports m/z. Cependant, la fin de cette étape (fin de la réaction
chimique) concorde avec la libération maximale d'eau, d'O,, et de Na. Peut-étre que ces deux
premiers pics sur la courbe dTG correspondent a la libération d'eau. Cependant, dans le cas
d'une présence d’air, peut-étre que les pics d'intensité correspondants sont cachés par la
présence d’air. Ou bien, ces deux étapes de perte de masse contribuent a I'observation du
plateau (attribué a 'O, et au N, donc présence d’air), ainsi qu’a la premiere étape de

libération d’eau (culminant a 211°C).
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La troisieme étape (278°C) concorde avec une augmentation des intensités des
rapports m/z =12, 29, 44 (mesurée a 276°C). Cela correspond probablement une libération de
CO;. Cette libération semble se poursuivre avec un autre pic d’intensité a 340°C, qui ne
correspond pas a une accélération forte de la perte de masse, mais plutét a de nombreuses
petites.

La quatrieme étape (503°C) précede la libération d'eau a 527°C. Une explication au fait
gue la mesure de la perte de masse précede la détection de I'espéce par le spectrometre de
masse sera proposée au paragraphe portant sur I'analyse de I’échantillon de Svalbard.

La cinquieme étape (715°C) correspond certainement (mais précéde légérement) la
libération importante de CO; (720°C).

Le pic du rapport m/z = 64 (a 350°C) ne semble pas correspondre a une perte de masse
lors de I'analyse. Il en va de méme concernant I'augmentation de son intensité en fin
d'analyse. Si libération de SO; il vy a, elle correspond a une masse trés faible de sol (ce qui

confirme ce qu'on avait déduit de la faible intensité des rapports m/z caractéristiques du SO,).

Le thermogramme DSC est comparé a la courbe dTG dans la figure IlI-37. On peut voir
un premier pic anormalement intense, qui correspond probablement a un artefact causé par
le temps nécessaire a I'appareil pour se stabiliser (ce phénomeéne a déja été observé lors de
ce type d’analyse, et est qualifié d’ « overflow » ; Lu, communication personnelle). Lors
d’analyses DSC avec des rampes de températures plus faibles (par exemple 0,1°C.mint), cet
overflow est terminé bien avant que les premiéres variations de flux de chaleur ne soient
mesurées. Nous utilisons une rampe de température comparativement plus importante (d’un
facteur 100), ce qui explique que l'overflow ne soit pas terminé lorsque les premieres
variations sont mesurées (Lu, communication personnelle).

Cet artefact rend ininterprétable la nature des trois premieres réactions principales.
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Figure I11-37: courbes de dTG et DSC pour Atacama. Chauffage a 10°C.min"%, sous atmosphére

d’hélium

Cependant, en zoomant sur la partie de la courbe concernant les deux derniéres pertes
de masse (figure 111-38), nous pouvons observer deux réactions endothermiques. La premiére

correspond a la seconde libération d’eau. La deuxieme correspond a la libération de CO..
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Figure I11-38 : courbes de dTG et DSC pour Atacama (zoom sur une partie de la courbe). Chauffage a

10°C.min%, sous atmosphére d’hélium
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Pour poursuivre I'interprétation, on peut observer plusieurs étapes au cours de cette

analyse :

(i.a) Une détection d’une espéece avec plateau a 211°C, pouvant correspondre aux
étapes de perte de masse a 69°C et 149°C. Cette espece pourrait étre de 'O, dont la détection
pourrait étre causée par la vaporisation de H,0,. Ce dioxygene n’est probablement pas libéré
par des perchlorates, puisque nous aurions observé la libération de Cl (m/z 35). Il n’est
probablement pas libéré non plus par des oxydes métalliques, puisque ces derniers se
décomposent a des températures plus importantes.

Cette détection est concomitante avec une détection d’une espéece m/z 28, montrant
le méme comportement. Cette espece pourrait étre du CO, provenant de molécules
organiques se décarboxylant ou subissant une combustion. En effet, le CO peut étre I'espece
volatile principale résultant de la combustion (sous I'effet de I'0;) ou de la décarboxylation de
certaines molécules organiques (Eigenbrode et al., 2014).

Cependant, il existe une hypothése alternative : la présence des rapports m/z 32 et
m/z 28 pourrait étre causée par de I'O; et du N2 (respectivement) provenant d’air contenu
dans le four, progressivement chassé par I’"hélium au cours de I'analyse (ce qui expliquerait le
plateau a 211°C suivi d’une courbe décroissante). Ceci impliquerait que le four a été mal purgé
avant analyse. |l reste un doute quant a cette interprétation, puisque si I'espéce montrant un
plateau a 211°C était bien de I'air, m/z 44 aurait le méme comportement. Or ce n’est pas le
cas. De méme, si m/z 28 était causé par le CO provenant de décarboxylation de molécules
organiques, il y aurait aussi le rapport m/z 44 (COz) qui aurait le méme comportement.
Cependant, le comportement de plateau du rapport m/z 44 peut étre absent car caché par la
libération de CO, qui commence dés la fin du plateau a 211°C, et qui est probablement causée
par la décarboxylation / combustion de molécules organiques ; cet aspect sera développé plus

en détail au point (ii).

(i.b) une libération d'eau, culminant a 211°C, qui peut elle aussi correspondre aux deux
étapes de perte de masse (69°C et 149°C). Aucune interprétation sur la nature exothermique
ou endothermique de ces réactions ne peut étre faite, a cause de I'artefact du thermogramme,

mais elles correspondent certainement a la perte d’eau non structurelle d’'un ou plusieurs
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minéraux : eau de porosité, eau adsorbée, eau de solvatation, eau inter-feuillets (dans le cas
de la présence de phyllosilicates), ou eau de cristallisation.

La premiére étape de perte de masse (69°C) pourrait par exemple correspondre a la
déshydratation d’'une smectite de magnésium, par perte de son eau de porosité et de son eau
adsorbée. La deuxieme perte de masse (149°C) pourrait correspondre a la perte de son eau
inter-feuillets (équation IlI-1) ou de son eau de solvatation. En effet, la déshydratation d’une
smectite de magnésium se déroule entre 25 et 250°C, avec une libération d’eau adsorbée
commencant au début de I'analyse et se terminant a environ 250°C, les derniéres étapes de
cette déshydratation pouvant inclure la perte d’eau inter-feuillets et d’eau de solvatation
(Karathanasis, 2008). Prenons pour exemple de réaction celle de la déshydratation de la

montmorillonite par perte de son eau inter-feuillets:

(Na,Ca)o.33(Al,Mg)2(Sia010)(OH)2 - nH20 — (Na,Ca)o.33(Al,Mg)2(Sia010)(OH)2 - (n-x)H20 +

xH20 (équation Ill-1)

La deuxiéme perte de masse (149°C) pourrait également correspondre a la perte de
I’eau de cristallisation d’'un minéral, tel qu’un un sulfate hydraté, comme le gypse, pour lequel
la déshydratation se déroule entre 100 et 350°C (Karathanasis, 2008 ; cependant I'auteur y
inclut également I'eau adsorbée, et ne précise pas a quelle température I’eau de cristallisation
commence a étre libérée. D’autres études ont montré que la perte d’eau de cristallisation du
gypse peut se dérouler a des températures inférieures a 100°C, comme 90,5°C [Ostroff, 1964]
ou 85°C [Molony and Ridge, 1968]). La perte de I'’eau de cristallisation du gypse se déroule en
trois étapes, par une conversion du gypse en bassanite CaS0s-%H,0 (parfois appelée

hémihydrate) puis en anhydrite CaSQOa:
CaS04-2H,0 — CaS0a4-¥%:H,0 — CaS0a4 (équation 111-2) (Molony and Ridge, 1968)

Cette deuxiéme perte de masse (149°C) pourrait en outre étre causée par la
déshydroxylation de jarosite de potassium (gamme 130 — 330°C) (Frost et al., 2005), ou la
déshydratation (par perte de I'’eau d’adsorption) d’alunite de potassium (gamme 50 — 220°C)
(Frost et al., 2006).

Cependant, la présence de sulfates dans I’échantillon est peu probable, étant donné
gue I'on n’a pas détecté de SO, ni de SO3 au cours de I'analyse, mis a part un pic du rapport
m/z 64 de faible intensité a 350°C, qui ne peut étre attribué a aucune alunite ou jarosite

étudiée par Frost et al. (2005, 2006). En effet, la libération de SO, (résultant de la
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désulfatation) se produit dans la gamme 501 — 622°C pour la jarosite de potassium, et 555 —
595°C pour la jarosite de sodium. La libération de SO3 (résultant également de la désulfatation)
se produit a 531°C pour la jarosite de plomb, 680°C pour I'alunite de potassium, dans la
gamme 644 — 733°C pour la jarosite de sodium, et dans la gamme 640 — 799°C pour la jarosite
d’ammonium (Frost et al., 2006, 2005).

De plus, la dégradation de I'anhydrite CaSO4 (gypse déshydraté) en CaO et SOs3 ne se
fait qu’a partir d’environ 1200°C (Newman, 1941).

N’ayant pas plus d’informations quant a la minéralogie de ce sol, il est difficile
d’interpréter plus avant, puisqu’un chevauchement significatif d’évenements de perte de
masse peut se dérouler dans cette gamme de température, si I’échantillon contient certains
autres minéraux (cf. paragraphe 3.2.2.1). En effet, cet échantillon (provenant du site AT02-22,
collecté en 2003) a été caractérisé par Navarro-Gonzalez et al. (2006), mais seulement d’un
point de vue de la matiére organique totale. De plus, les échantillons d’Atacama caractérisés
par Stalport et al. (2012), collectés en 2006, proviennent d’un site différent (27°20.2°2"'S
70°42.4'4”W ; c’est-a-dire AT01-23 ou AT02-23; cf. paragraphe 1.5.2.3.a) au chapitre |) du
notre (28°07°04-5"S 69°55’08-0"W).

(ii) une libération de CO; avec deux pics d'intensité (276°C et 340°C), qui correspondent
a une augmentation de la vitesse de perte de masse lors du premier (maximum a 278°C), et a
de multiples augmentations de la vitesse lors du deuxieme pic d’intensité. Ceci pourrait
correspondre a deux étapes de décarbonatation, et donc indiquer la présence de carbonates
dans le sol, bien que ces températures paraissent relativement faibles pour une
décarbonatation. En effet, la décarbonatation des carbonates commence habituellement
entre 450°C au minimum (sidérite, gamme 450 — 600°C) et 750°C au maximum (calcite, gamme
750 —900°C).

Il est cependant possible que cette détection de CO; soit causée par la décarboxylation
de molécules organiques présentes dans I'échantillon.

En effet, Eigenbrode et al. (2014) ont montré que la détection de CO; au cours d’'une
analyse thermique pouvait étre causée par la décarboxylation de molécules telles que des sels
d’hydrogénocarbonates HCO3, d’oxalates C;04%, ou d’acétates CH3CO,; des esters tels que le
diméthyl oxalate (CH3)2(COQ), ou diéthyl oxalate (C;Hs)2(COQ),; ainsi que des acides, tel

qgue I'acide oxaloacétique HO,CC(O)CH,CO;H, acide mellitique (ou acide benzéne
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hexacarboxylique), acide phtaligue CsHa(CO2H);, acide benzene tricarboxylique, acide
benzéne tétracarboxylique, ou encore acide naphtaléne dicarboxylique. Ces différentes
molécules peuvent subir une décarboxylation dans des gammes de températures variées.
Certains composés simples, tels que les oxalates, acétates et I'acide mellitique subissent une
décarboxylation avec libération de CO; a partir de 150°C. D’autres peuvent subir une
décarboxylation a des températures bien plus importantes, tel que I’hydrogénocarbonate de
sodium (gamme 780 - 890°C). Certains composés plus complexes peuvent libérer du CO; par
décarboxylation sur une large gamme de température, tel que I'acide mellitique (250 a plus
de 800°C) (Eigenbrode et al., 2014).

A titre d’exemple, I'oxalate de magnésium se décarboxyle dans la gamme 250 — 300°C,

selon I'équation :

MgC,04 - MgO + CO + CO; (équation IlI-3) (Nagase et al., 1975)

L'absence d’observation de contre-ions de sels d’hydrogénocarbonates, d’oxalates, ou
d’acétates n’infirme pas forcément I’hypothese de la présence de ces sels dans I’échantillon.
En effet, Eigenbrode et al. (2014) ont montré que pour certaines molécules, telles que les
oxalates ou les hydrogénocarbonates, les seuls produits de décarboxylation observés étaient
le CO; et le CO.

Une autre possibilité pour la détection du dioxyde de carbone a ces températures
relativement faibles (276°C et 340°C) est la libération de CO, par combustion de la matiere
organique, sous l'action de I’O, observé lors de I'lanalyse (Eigenbrode et al., 2014).

L’observation de CO> a ces températures pourrait enfin étre causée par la dégradation
de carbonates réagissant avec du HCl provenant de composés oxychlorés (Eigenbrode et al.,
2014). Cependant, nous pouvons infirmer cette hypothése, puisque nous n’avons pas observé

de chlore (m/z 35), ni de HCI (m/z 36) au cours de notre analyse.

(iii) puis une nouvelle libération d'eau avec un maximum a 527°C (précédée d'une
perte de masse avec un maximum a 503°C). Le caractére endothermique de cette réaction, et
sa température, indiquent la déshydroxylation (perte d’eau structurelle) d’'un minéral hydraté
(c’est-a-dire contenant de I’eau sous forme OH dans sa structure). Comme expliqué plus avant,

nous pouvons éliminer I’hypothése de la déshydroxylation d’une alunite ou jarosite.
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Plus probablement, cela correspondrait a la déshydroxylation de kaolinite, halloysite,
endellite (phyllosilicates 1:1; gammes 400 - 600°C), ou encore d’hectorite ou d’un mica

(phyllosilicates 2:1 ; gammes 500 — 900°C).

Pour la déshydroxylation de la kaolinite, halloysite (déshydratée) et endellite

(déshydratée), nous pouvons proposer I’équation suivante :
Al3(Si20s)(OH)4 — Al(Si20s)(OH)2 + H20 + O (équation I11-4)

L’halloysite et I'endellite déshydratées (en effet, si elles sont bien présentes au sein de
I’échantillon, ces deux espéces minérales auront perdu leur eau non-structurelle plus t6t au
cours du chauffage) sont de méme formule que la kaolinite, la réaction s’écrira donc de la

méme maniere.

L’ion O*, responsable du pic du rapport m/z =16 a 527°C, peut donc provenir donc non
seulement de la fragmentation de la molécule d’eau, mais aussi étre causé par la présence de
I’anion superoxide 0%, produit de la réaction de déshydroxylation de type 20H" < H,0 + 0*
(Yeskis et al., 1985). Dans les deux cas, I’observation de cet ion a cette température au sein de
notre expérience provient de la déshydroxylation de phyllosilicates. Plus précisément, cette
réaction de déshydroxylation peut étre écrite de la maniére suivante :

OH < HY+ 0%

H* + OH < H,0

20H & H,0 + 0% (équation I11-5)

En effet, ce mécanisme de déshydroxylation (généralement accepté comme étant le
mécanisme de déshydroxylation de la kaolinite) résulte de I'interaction de deux groupements
hydroxyles via un processus en deux étapes, résultant en la formation d’'une molécule d’eau
par transfert d’un proton, et en la formation d’un anion 0% (équation IlI-5). Ces étapes
requiérent la délocalisation de protons a des sites hydroxyles spécifiques. Afin de permettre
la formation de la molécule de H>0, le proton doit migrer vers un second site hydroxyle. Si
deux hydroxyles adjacents sont impliqués dans ce processus en deux étapes, alors le processus
sera homogene. Cependant, si les hydroxyles impliqués ne sont pas adjacents, le processus
requiert la diffusion du proton (parfois appellé « proton hopping »), avec la formation de

molécules d’eau se produisant a la surface du minéral (Frost and Vassallo, 1996).
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Le mécanisme de déshydroxylation de I’halloysite n’est pas exactement identique a
celui de la kaolinite (Frost and Vassallo, 1996). Cependant, la plupart des phyllosilicates
partagent la méme structure de base (réseau de tétraédres SiOs* interconnectés, formant des
espaces de forme hexagonale ou les ions OH™ peuvent s’immiscer, cf. figure 1-18 et 1-19 au
chapitre I). Nous pouvons ainsi supposer que méme si les mécanismes intermédiaires de
déshydroxylation sont différents selon les phyllosilicates, I’équation-bilan conservera la méme
nature (perte de deux molécules de OH" et production d’une molécule d’eau et d’un anion 0*
). Les groupements OH" faisant partie intégrante de la structure (plus précisément de la couche
octaédrique) des phyllosilicates, il est probable que le minéral écrit en produit de I’équation

ne soit qu’un intermédiaire dans un mécanisme de dégradation global du minéral d’origine.

Proposition d’équation de la déshydroxylation de I'hectorite :

Nao.3(Mg,Li)3(Sia010)(F,0H)2 = Nao3(Mg,Li)s3(Siz010)(F)2 + H.0 + O% (équation I1I-6)

Proposition d’équation de la déshydroxylation d’un mica, prenons I'exemple de la
muscovite :

KALL(AISis010)(OH)2 => KAl (AISiz010) + H20 + 0% (équation IlI-7)

(iv) puis une libération intense de CO; (720°C) correspondant a une perte de
masse (maximum a 715°C). Le caractére endothermique de cette réaction et sa température
élevée indiquent la décarbonatation d’un carbonate, tel que la dolomite (gamme 500 — 950°C),
la magnésite (gamme 500 — 750°C), ou encore le carbonate de sodium Na>COs (gamme 500 -
1000°C) (Karathanasis, 2008).

Il est peu probable que le carbonate que nous observons soit la dolomite, car elle
montre deux pics endothermiques (figure I11-39) : le premier correspond a la décomposition
de la structure de la dolomite, libérant du dioxide de carbone, de I'oxyde de magnésium, et
de la calcite (CaCOs) (équation 111-8) ; et le second correspond a la décomposition de la calcite
(équation 111-9) (Gunasekaran and Anbalagan, 2007). De plus, on ne détecte pas le rapport m/z

56 (causé par la libération de Ca0).

Dolomite : (Gunasekaran and Anbalagan, 2007)
CaMg(CO3), - CaC0s3 + COz + MgO (pic a 773°C) (équation 111-8)
CaCOs - Ca0 + CO; (pic a 834°C) (équation 11I-9)
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CaMg(CO3s)2 - Ca0 + MgO + 2C0;
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Figure 111-39 : courbes TG et ATD de la dolomite (dans Gunasekaran and Anbalagan, 2007)

Magnésite

MgCO3 - MgO + CO; (équation 11I-10)

Si la décarbonatation de magnésite était responsable de la libération de CO; a 720°C,
nous observerions probablement un pic de rapport m/z 40 (MgO) a cette température.
Cependant, I'espéce de type 1, qui contribue a I'observation du m/z 40 tout au long de

I’'analyse, nous empéche de confirmer I’hypothese de la décarbonatation de magnésite a cette

température.

Carbonate de sodium

Na2COs - Naz0 + CO; (équation 111-11)
Cependant, nous ne détectons pas le rapport m/z 62 (masse molaire de Na;0), ni m/z

23 (masse molaire Na).

Il est donc possible que le carbonate observé soit du carbonate de sodium, voire plus
probablement de la magnésite. Cependant, la confirmation de la présence de magnésite n’est

pas possible.

Il est également intéressant de revenir sur la possible faible libération de SO (avec un
maximum a 350°C et une augmentation graduelle en fin d’analyse), bien que le rapport m/z

48 (SO) n’ait pas été détecté au cours de I'analyse. Une possible libération de SO, a 350°C
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pourrait correspondre a la perte de soufre par un minéral tel que la pyrite FeS; (Karathanasis,
2008). Bien qu’aucun S n’ait été détecté dans I"échantillon de sol d’Atacama lors de I'analyse
élémentaire, cela ne veut pas dire qu’aucun S n’est présent dans I'échantillon. En effet, le
spectrometre de masse est plus précis que le TCD utilisé pour I'analyse élémentaire.
Cependant, la pyrite perd son soufre en théorie seulement a partir de 400°C (Karathanasis,
2008).

La libération de SO, a partir de pyrite peut également se produire en présence d’O,,
mais dans une gamme de température plus élevée:

FeS, + 02 = FeS + SO, (gamme 560 — 688 °C) (équation I1I-12) (Pelovski and Petkova,
1999)

Nous avons vu plus avant que I’"hypothese de la désulfatation d’une alunite ou jarosite
était exclue (température trop faible).

Cette observation d’un pic du rapport m/z 64 a 350°C provient donc peut-étre a la
place de la libération d’un produit de la décarboxylation ou de la combustion d’'une molécule
organique. En effet, ce phénomene se produit en méme temps que la libération de CO; a partir
de supposées molécules organiques (cf. étape (ii)).

Concernant I'augmentation graduelle en fin d’analyse, il est possible que lors de
I'analyse de I’échantillon de Rio Tinto, réalisée avant celle de I'échantillon d’Atacama, du
soufre ait été adsorbé dans I'appareil, et qu’il ait été désorbé lors des hautes températures

atteintes en fin d’analyse de I’échantillon d’Atacama.

On aurait pu s’attendre, au cours de cette analyse, a observer la libération de chlore,
d’iode, de chrome, ou de nitrates NOs". En effet, le désert d’Atacama est connu pour ses
dépbts importants de nitrates, contenant des especes fortement oxydantes, incluant des ions
iodate (10s57), chromates (CrO4?), et perchlorates (ClO4’) (Ericksen, 1981, dans Quinn et al.,
2005).

Cependant, nous n’observons aucune libération de chlore (m/z 35), ni d’iode (m/z 127)
ou de chrome (m/z 52). Il semblerait donc que cet échantillon ne contienne pas de

perchlorates, ni d’ions iodates ou chromates.

Qu’en est-il des nitrates NO3™ ? Tous les nitrates du groupe 2 (c’est-a-dire dont le

contre-ion est un des métaux de la colonne 2 du tableau périodique) se décomposent en
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produisant I’'oxyde métallique, du NO; et du dioxygene. Par exemple, le nitrate de magnésium

se décompose selon I'équation suivante :
2Mg(NOs)2 - 2MgO + 4NO; + O3 (équation I11-13)

Au sein du groupe 1, le nitrate de lithium se comporte de la méme maniere :

4LiNO3 - 2Li,0 + 4NO; + O (équation 11I-14)

Le reste des nitrates du groupe 1, cependant, se décomposent en produisant le nitrite
métallique et du dioxygene, selon I'équation :

2XNO3 = 2XNO; + O, (équation 11I-15)

Or, nous n’observons pas le rapport m/z = 30, pic majoritaire du spectre de masse

typique du NO3. Nous n’avons donc probablement pas de nitrates dans notre échantillon.

Pour résumer (tableau IlI-6), au cours de I'analyse TG-DSC-MS de I'échantillon de sol
de Svalbard (AT02-22), nous avons pu constater la libération de dioxygene entre 50 et 211°C
(suivi d’un long « tailing »), possiblement entrainée par une vaporisation de H,0>, ainsi qu’une
libération simultanée de CO, possiblement causée par la décarboxylation ou la combustion de
molécules organiques. Alternativement, le rapport m/z attribué au CO est causé par le N, et
la présence de dioxygene et de diazote est causée par le fait que le four n’a pas été
correctement purgé de son air avant analyse.

De I'eau est libérée dés le début d’analyse et I'intensité de la libération atteint un
maximum a 211°C. Cette libération est associée a deux étapes de perte de masse (69°C et
149°C). La premiere étape de perte de masse correspond probablement a une libération d’eau
de porosité du sol ou d’eau adsorbée a la surface de minéraux. La deuxieme étape correspond
possiblement a la libération d'eau inter-feuillets (dans le cas de la présence de smectite, ou
d’un autre phyllosilicate capable d’incorporer de I'eau entre ses feuillets), ou bien d’eau
adsorbée a la surface d’un minéral, d’eau de solvatation, ou d’eau de cristallisation.

Du CO; est libéré a deux reprises (maxima a 276°C et 340°C), correspondant
possiblement a la combustion (sous l'effet de I'O;) ou décarboxylation de molécules
organiques.

De l'eau est a nouveau libérée, avec un maximum a 527°C, pouvant provenir de la
déshydroxylation d’un phyllosilicate de type TO (1:1) ou TOT:O (2:1:1 ou 2:2).

Enfin, du CO; est a nouveau libéré (maximum a 720°C), correspondant probablement

a la décarbonatation d’un carbonate, possiblement de la magnésite.
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L’échantillon ne semble pas contenir de sulfates, ni de nitrates ou de perchlorates.

, \ Perte(s) de
oL Températures de Espéce(s) . ; .
Etapes de libération .. A masse (pics Phénomeéne(s)
libération libérée(s)
DTG)
Vaporisation de H,0,,
présence d'air,

(i.a) gamme 50-211°C O,; N, ouCO | 69°Cet 149°C | décarboxylation (e.g., éq./lI-
3) ou combustion de
molécules organiques

. Libération d'eau de porosité
69°C .
et d'eau adsorbée
Libération d'eau inter-
feuillets (dans le cas de la
(i.b) 211°C H,0 présence de smectite, e.g.,
149°C eq.lll-1), d'eau adsorbée,
d'eau de solvatation, ou d'eau
de cristallisation (e.g., eq./ll-
2)

276°C 278°C Décarboxylation (e.g., éq./1I-

(ii) Co, . 3) ou combustion de
340°C multiples , .

molécules organiques
Déshydroxylation d'un

hyllosilicate 1:1 (e.g., éq./lI-

(i) 527°C H,0 503°C phyfiosii Lle.g éq

4)ou2:1(e.g., éq.lll-6,éq.lllI-
7)
Décarbonatation d'un
(iv) 720°C co, 715°C carbonate, e.g. magnésite

(ég.111-10)

Tableau IlI-6 : résumé des étapes de libération d’espéces au cours de I'analyse TG-DSC-MS de

I’échantillon de sol d’Atacama

3.4.2.3.2) Svalbard

Pour I'analyse TG-DSC-MS de I’échantillon de sol de Svalbard, constitué de smectite

(une argile capable d’absorber de I'eau entre ses feuillets TOT), et de traces de magnésite

(carbonate), la masse de sol utilisée est de 72,57 mg. Le matériau de référence est Al,03, de

masse 66,89 mg. Le gaz inerte est de I’"hélium. Le programme de température est constitué

d’une rampe de 10°C.min%, avec une température initiale de 20°C, jusqu’a 1000°C.
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Etude de I’évolution de I'intensité des fragments détectés, en

fonction du gradient de température

La figure 1lI-40 est la représentation trois dimensions d’un scan TG-DSC-MS de
Svalbard.
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Figure 111-40: Représentations graphiques (montrant la méme figure sous deux angles différents)
d’une analyse TG-DSC-MS sur un échantillon de sol de Svalbard. Chauffage a 10°C.min"%, sous

atmosphere d’hélium.
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Sur la figure 11I-41, permettant une lecture plus aisée de I'axe des abscisses et des

ordonnées, on voit que les rapports m/z moyens les plus abondants au cours du gradient de

température sont les suivants : 12, 14, 16, 17, 18, 20, 22, 28, 29, 32, 40, 44, 45, 46, 48 et 64,

avec des intensités maximales de 1,1.107, 9,83.10°, 2,99.107, 3,72.107, 1,53.10¢, 6,2.10°°,

9,8.10°, 4,17.107, 5,14.10°, 7,49.10%, 5,78.10°, 2,39.10%, 2,63.10°%, 8,85.10°, 8,3.10°,

1,18.10% A, respectivement. Ces données, ainsi que les ions pouvant correspondre a ces

rapports m/z, sont présentés dans le tableau IlI-7.

Rapport Intensité Inte.nsité lons
m/z maximale (A) maxm_1a|e correspondants
relative
12 1,10E-07 4,6 ct
14 9,83E-09 0,4 *
16 2,99E-07 12,5 o
17 3,72E-07 15,6 OH"
18 1,53E-06 64 H,0"
20 6,20E-09 0,3 H,"*0*
22 9,80E-09 0,4 2c*o,"
28 4,17E-07 17,4 2clegr N
29 5,14E-09 0,2 316G UNINT
32 7,49E-08 31 0," st
40 5,78E-09 0,2 Ar
44 2,39E-06 100 co,’
45 2,63E-08 1,1 B¢,
46 8,85E-09 0,4 121618
48 8,30E-09 0,3 so*
64 1,18E-08 0,5 SO,"

Tableau I1I-7 : récapitulatif des rapports m/z observés au cours de cette analyse, intensité

maximale absolue et relative, et ions pouvant correspondre aux rapports m/z observés
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Figure Il1-41 : Représentation graphique du courant d’ions (A) en fonction du rapport m/z.

L’ensemble des valeurs d’intensité mesurées au cours du gradient de température est présent.

Nous allons maintenant représenter I’évolution de I'intensité de ces rapports m/z en

fonction du gradient de température (figure 111-42).
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Figure 111-42 : Intensité (A) en fonction de la température (°C) lors du chauffage de I'échantillon de sol

de Svalbard

A premiere vue, on peut voir sur cette figure que la libération de gaz a partir de
I’échantillon se déroule en quatre étapes principales: une premiere étape avec une intensité
maximale a 205°C (caractérisée par la libération d’espéces de rapport m/z = 17 et 18). La
deuxiéme étape posséde une intensité maximale a 450°C (toujours caractérisée par les
rapports m/z = 17 et 18). La troisieme étape posséde une intensité maximale a 547°C
(caractérisée principalement par le rapport m/z = 44). La quatrieme étape connait une
intensité maximale a 739°C (toujours caractérisée principalement par le rapport m/z = 44).

Deux étapes mineurs sont également observables : une a 442°C (rapport m/z = 44), et
une a 791°C (rapport m/z = 16).

La lecture de cette figure étant limitée, nous pouvons observer de maniere plus
détaillée la libération des différents gaz grace a la représentation des intensités sur une
échelle logarithmique de base 10 (figure I1I-43). Les différentes courbes ont été réparties sur
trois graphiques en fonction de la similarité de leurs profils d’évolution de l'intensité en

fonction de la température.
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Figure 11l-43 : Représentation graphique de I'intensité (A) (échelle logarithmique) en fonction de la

température (°C)

Grace a la figure 1lI-43, nous pouvons observer plus en détail les différents types de

courbes :
- celles possédant un pic d’intensité a 739°C (m/z = 12, 16, 22, 28, 29, 32, 44,
45, 46). Elles possédent également un pic a 547°C, sauf trois d’entre elles (m/z = 28, 29 32).
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Grace a la courbe la plus intense (rapport m/z = 44), on peut voir que ce rapport m/z posséde
en fait deux plateaux et trois pics d’intensité : premier plateau atteint a environ 157°C,
deuxieme plateau atteint a environ 370°C, premier pic a 442°C, deuxiéme pic a 547°C, et
troisieme pic a 739°C. La courbe du rapport m/z = 16 possede également un pic d’intensité a
791°C (figure 111-43.3)) ;

- celles possédant un pic d’intensité a 205°C (m/z =16, 17, 18, 20, 32 ; voire m/z
= 45, 46, 22). Quatre d’entre elles possedent également les pics d’intensité a 547 et 739°C
(m/z =16, 22, 45, 46) (figure 111-43.b)) ;

- et les courbes ne montrant pas de variation de comportement particulier (m/z
= 14, 40), sauf celles montrant une augmentation graduelle de I'intensité a partir d’environ

600°C et jusqu’en fin d’analyse (m/z = 48, 64) (figure 111-43.c)).

Nous disposons maintenant d’une vision plus précise des quatre étapes principales de

la libération de gaz au cours du chauffage :

- premiere étape : libération d’'une espéce (m/z = 16, 17, 18) avec intensité
maximale atteinte a 205°C.

- deuxieéme étape : libération de la méme espéce avec cette fois ci une intensité
maximale a 450°C.

- troisieme étape : libération d’une espéce qui semble différente (m/z =12, 16,
22, 44, 45, 46) avec intensité maximale a 547°C.

- quatrieme étape: libération de la méme espece, avec cette fois une
contribution des rapports supplémentaires m/z = 28, 29, 32, et une intensité maximale a

739°C.

Nous allons maintenant procéder a l'identification de ces différentes especes, en
comparant les spectres de masse typiques (source : NIST web book) des principaux gaz
attendus (O3, CO,, H20, SO3) avec les intensités relatives des différents rapports m/z mesurés

au cours de I'analyse.

Dioxygéne:
On peut voir une libération d’0; en début d’analyse, provenant d’'une premiére espece,

possédant un maximum a 195°C, avant de décroitre et se stabiliser a partir de 370°C. Les pics
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du rapport m/z = 16, a 547°C, 739°C, et 791°C, proviennent certainement d’une espéce

différente.
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Figure 11I-44 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

1’03 ; (b) spectre de masse typique de I'0O;

Dioxyde de carbone:

On peut voir une libération de CO; au cours du chauffage, qui se fait en plusieurs

étapes : deux plateaux (157°C, 370°C) et trois pics (442°C, 547°C, et 739°C). Pour les deux
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plateaux, cela est plus facilement observable sur la courbe du rapport m/z = 44 en figure lll-
43.a). Le premier pic (442°C) est plus facilement observable en enlevant la courbe m/z = 44
(figure 111-45). Il semble également qu’une contribution d’une autre source pour le rapport
m/z = 28 dissimule le pic a 547°C pour ce rapport m/z. Le pic a 791°C pour le rapport m/z=16
doit provenir d’'une autre substance. La figure 111-46 permet également d’observer la détection

de CO; en début d’analyse.
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Figure I11-45 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

CO3 ; (b) spectre de masse typique du CO,
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Figure Ill-46 : rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

CO; (sans le rapport m/z = 44).

Eau:
La libération d’eau se fait principalement en 3 étapes : a 205°C, 450°C et 739°C. Cette
derniére étape est simultanée avec celle de la libération de CO,. Les pics du rapport m/z = 16

a442°C, 547°C, et 739°C sont causés par la libération de CO..
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Figure 11I-47 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

H,0 ; (b) spectre de masse typique de H,0O

Dioxyde de soufre:

A priori, aucun SO; n’est libéré au cours de I'analyse (absence du pic majoritaire a m/z
= 64). Cependant, une faible libération en fin d’analyse ne peut étre éliminée, mais est
possiblement causée par un autre phénomene, puisque le soufre n’a pas été détecté dans le

sol de Svalbard par analyse élémentaire.
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Figure 111-48 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

SO, ; (b) spectre de masse typique du SO;

Pour résumer, la premiére étape principale correspond slirement a une libération
d’eau, avec une intensité maximale a 205°C. La deuxieme étape principale (intensité maximale
a450°C) correspond également a une libération d’eau. On peut également voir une libération

de CO; avec des étapes mineures a 370°C et 442°C. La troisieme étape (intensité maximale a
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547°C) correspond encore a une libération de CO;. La quatrieme étape principale (739°C) est
encore une fois caractérisée par la libération de CO;, mais aussi, semble-t-il, une libération
simultanée de H,O. Une autre étape mineure (791°C) voit la libération d’'une espéce
caractérisée uniquement par le rapport m/z = 16, et donc non indentifiable.

Nous allons maintenant poursuivre notre interprétation grace a la corrélation des

données de spectrométrie de masse avec celles obtenues par TG et DSC.

Etude des données TG et DSC, et corrélation avec les données

obtenues par MS

La TG-DSC-MS sur I’échantillon de sol de Svalbard nous permet de représenter la masse
(en % de la masse initiale) et la dérivée de la masse par rapport au temps (en %.min!), qui
permet de repérer les pertes de masse sous forme de pics (figure 111-49).

Les pertes de masse les plus rapides sont observées aux températures de 110°C, 432°C,
532°C, et 733°C. La perte de masse la plus importante (et également la plus rapide) est celle
dont la vitesse maximale (sommet du pic dTG) est a 733°C. Comme pour Atacama, seulement

5% de la masse totale est perdue.
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Figure 111-49: courbes de TG (a) et dTG (b) pour Svalbard. Chauffage a 10°C.min’%, sous atmosphére

d’hélium. L'artefact (cassure) aux alentours de 180°C pourrait étre dii a un accident lors de I'analyse

(par exemple un heurt de I'appareil ou de la table sur laquelle il repose).

Comparons maintenant au sein de la méme figure les courbes d’intensité des rapports

m/z, et celle de la dTG ; en fonction de la température, sur une échelle normale (figure 111-50)

et sur une échelle logarithmique de base 10 (figure I1-51).
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Figure 111-50: courbes d’intensité des rapports m/z détectés au cours de 'analyse, et courbe dTG ; en

fonction de la température.
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Figure 111-51: courbes d’intensité des rapports m/z détectés au cours de I'analyse (échelle

logarithmique), et courbe dTG ; en fonction de la température.

Nous pouvons maintenant corréler les quatre principales étapes de perte de masse
(110°C, 432°C, 532°C, et 733°C) avec les intensités des espéces relachées au cours du

chauffage.

La premiére étape de perte de masse, commencant en début d’analyse, culminant a
110°C, et se terminant environ a 250°C, semble correspondre a la libération d’eau non
structurelle, mais elle précede largement la détection de I'eau par le spectrometre de masse
(maximum a 205°C). Le méme phénomeéne avait été observé pour I'échantillon d’Atacama.
Nous proposerons en fin de ce paragraphe une explication a ce phénomene.

La deuxiéme étape (432°C) correspond (bien qu’elle précede légerement) la détection
de CO; a 442°C.

La troisieme étape (532°C) correspond également a une libération de CO, (mesurée a
547°C par le spectrométre de masse).

La quatrieme étape (733°C), la plus rapide, mais aussi la plus importante

guantitativement, correspond a une nouvelle libération de CO; (739°C).
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Les deux plateaux de libération de CO; (157°C, 370°C), et les libérations d’eau a 450°C
et 739°C, ne sont pas liées a des pertes de masse.

Concernant le phénoméne du décalage évoqué plus avant, on peut, de maniere
générale au cours de I'analyse, observer un délai entre la détection de perte de masse par la
TG et la détection de I'espece libérée par le spectrometre de masse. On peut également
remarquer que plus la température est élevée, plus ce délai est réduit, au point d’étre réduit
a seulement 3°C de différence pour la quatrieme étape de perte de masse (739 — 733°C),
contre 95°C (205 — 110°C) en début d’analyse. L’explication pourrait résider dans le fait que
lors de la libération d’une espéce sous I'effet du chauffage, une perte de masse est enregistrée
instantanément par la microbalance. Cependant, I'espece libérée doit étre évacuée du four
par le gaz inerte, et passer par la ligne de transfert entre le TG-DSC et le spectrometre de
masse, avant de pouvoir étre détectée par le spectrometre de masse. Ce phénomene serait
responsable du délai observé entre les deux types de mesures (perte de masse et détection
par SM de I'espéce libérée). Le fait que ce délai soit raccourci au fur et a mesure de I'analyse
serait causé par I'augmentation graduelle de la température. En effet, avec I'augmentation de
la température, les particules libérées du sol et entrainées par le gaz porteur possedent une
vélocité plus importante, et sont donc réparties dans un volume plus important du gaz
porteur, parvenant ainsi au spectrometre de masse plus rapidement qu’a une température

plus faible (Lu, communication personnelle).

Pour résumer, nous pouvons observer au cours du chauffage de ce sol une libération
d’eau en début d’analyse (intensité maximale a 205°C) (correspondant approximativement a
une étape de perte de masse), ainsi qu’une autre a 450°C (probablement associée a la perte
de masse a 432°C). On peut également voir de multiples libérations de CO; entre 157°C et
547°C (dont deux correspondent a des pertes de masse), et pour finir une libération
simultanée de CO; et de H,0 a 739°C (perte de masse rapide et importante), la plus grande

partie de cette perte de masse pouvant étre attribué a la libération de CO,.

Le thermogramme DSC est comparé a la courbe TG dans la figure 111-52. On peut y voir,
comme lors de I'analyse d’Atacama, un premier pic anormalement intense, qui correspond
probablement a un artefact causé par le temps nécessaire a I'appareil pour se stabiliser,

comme expliqué plus en détail au paragraphe portant sur I'analyse de I’échantillon de sol
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d’Atacama (Lu, communication personnelle). Ce dernier rend ininterprétable la nature des

deux premieres réactions principales.

-0,5 2,5
-0,45
0,4 2
A
-0,35 o
’E x
£ 03 15
= =
X 0,25 3
© .02 - 1 o
’U et
-0,15 o
o o
0,1 - - 0,5
-0,05 - |
0 200 400 600 800 1000

Figure I11-52: courbes de dTG et DSC pour Svalbard. Chauffage a 10°C.min’%, sous atmosphére

d’hélium

Cependant, en zoomant sur la partie de la courbe concernant les deux derniéres pertes
de masse (figure 11I-53), on peut identifier la nature de la quatriéme étape de perte de masse.
Cette derniére, de nature endothermique, confirme la décarbonatation d’un minéral,
conduisant a la libération de CO.. A 868°C, une réaction exothermique prend place. Elle
pourrait s’expliquer par la transformation d’un minéral ou a une transition de phase non

associée avec un changement de masse.
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Figure 111-53 : courbes de dTG et DSC pour Svalbard (zoom sur une partie de la courbe). Chauffage a

10°C.min"%, sous atmosphére d’hélium

Pour résumer et poursuivre l'interprétation, on peut observer :

(i.a) une détection d’0;, commencgant en début d’analyse, avec un maximum a 195°C,
décroissant jusqu’a 370°C, puis restant stable jusqu’en fin d’analyse. La libération jusqu’a
370°C pourrait étre causée par la vaporisation de H20,. Le rapport m/z = 32 ne peut pas étre
attribué au soufre, puisque nous n’avons pas détecté de sulfates lors de I'analyse.

Ce dioxygéne n’est probablement pas libéré par des perchlorates, puisque nous
aurions observé la libération de Cl (m/z 35). Il n’est probablement pas libéré non plus par des
oxydes métalliques, puisque ces derniers se décomposent a des températures plus
importantes.

La stabilité de la libération d’O; a partir de 370°C jusqu’en fin d’analyse pourrait
s’expliquer par une fuite d’air constante au cours de 'analyse. De plus, le rapport m/z 28 est
plus important que m/z 44, et d’intensité stable, en début d’analyse (jusqu’aux premieres
étapes de libération de CO>), ce qui confirmerait plus avant I’hypothése de la fuite d’air.

Alternativement, le rapport m/z 28 pourrait étre causé par la production importante
de CO par décarboxylation de molécules organiques. En effet, Eigenbrode et al. (2014) ont
montré que le CO pouvait étre le produit volatile principal libéré par la décarboxylation de

molécules organiques.

319



Chapitre Il : Minéralogie

(i.b) une libération d’eau, culminant a 205°C, correspondant probablement a la
premiere étape de perte de masse commencant en début d’analyse, culminant a 110°C, et se
terminant vers 250°C. Ce type de réaction est caractéristique de la déshydratation de I'eau
sorbée provenant d‘un échantillon contenant une quantité significative de smectite (> 20%)
(Karathanasis, 2008), ce qui confirme la présence de ce type de minéral dans I'échantillon de
Svalbard (qui est en effet majoritairement constitué de smectite). Les dernieres étapes de
cette réaction de déshydratation peuvent inclure la perte d’eau de coordination liée aux
cations saturants (eau inter-feuillets) ou associée a la surface de la smectite (eau de
solvatation) (Karathanasis, 2008).

Nous pouvons proposer les équations de déshydratation de deux smectites, la
nontronite et la saponite :

Nontronite

Nao.3Fe2((Si,Al)4010)(OH)2 - nH20 - NaosFez((Si,Al)4a010)(OH)2 - (n-x)H20 + xH20
(équation 111-16)

Saponite

Cao.25(Mg,Fe)s((Si,Al)4010)(OH)2 - nH20 - Cao.2s5(Mg,Fe)s((Si,Al)4a010)(OH)2 - (n-x)H20 +
xH20 (équation I1I-17)

(ii) une libération graduelle de CO; commencant en début d’analyse, avec deux
plateaux atteints a 157°C puis 370°C, non liée a une étape de perte de masse. Il est peu
probable que ce CO; provienne de la décarbonatation de carbonates. En effet, les réactions
de décarbonatation se déroulent habituellement a des températures bien plus élevées. La
décarbonatation des carbonates commence habituellement entre 450°C (sidérite, gamme 450
—600°C) et 750°C (calcite, gamme 750 — 900°C) (Karathanasis, 2008).

Il est cependant possible que cette détection de CO; soit causée par d’autres facteurs,
tels que: la décarboxylation de molécules organiques présentes dans I'échantillon ; leur
combustion sous I'effet de I'Oz(la dégradation de carbonates réagissant avec du HCI
provenant de composés oxychlorés pouvant étre écartée puisque nous n’en avons pas
détecté). Les détails de cette interprétation sont donnés dans la partie portant sur

I’échantillon d’Atacama (étape (ii)).
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(iii) une libération de CO; a 442°C, liée a une perte de masse (vitesse maximale a
432°C). Cette libération pourrait provenir de la décarbonatation d’un carbonate tel que la
sidérite (gamme de température 450 - 600 °C). En effet, des traces de carbonates ont été
détectées dans I’échantillon de Svalbard analysé. Cependant, le carbonate détecté a I'état de
traces est la magnésite (gamme de température de décarbonatation 500 — 750°C). Ainsi, soit
de la sidérite est présente dans I’échantillon, soit la décarbonatation de la magnésite
(équation 11I-10) est plus précoce qu’en théorie, soit cette libération de CO, provient a
nouveau de la décarboxylation de molécules organiques ou de leur combustion.

Décarbonatation de la sidérite :

FeCOs - FeO + CO; (équation 111-18)

(iv) une nouvelle libération d’eau a 450°C, qui pourrait aussi étre liée a la perte de
masse a 432°C. Cela pourrait provenir de la déshydroxylation de la smectite présente dans
I’échantillon. Les trois membres les plus communs du groupe des smectites sont la
montmorillonite (Na,Ca)o.33(Al,Mg)2(Sia010)(OH)2 . nH,0 ; la nontronite
Nao.3Fez((Si,Al)2010)(OH)2 - nH,0 ; et la saponite Cao.2s(Mg,Fe)s((Si,Al)a010)(OH)2 - nH,0. Les
smectites de magnésium se déshydroxylant dans la gamme 600 — 900°C (Karathanasis, 2008),
nous pouvons donc exclure pour cette étape la montmorillonite et la saponite, ce qui nous
laisse la nontronite. Et en effet, la nontronite se déshydroxyle dans la gamme 357 — 457°C
(Felix and Girgis, 1989).

Cette libération d’eau a 450°C pourrait donc provenir de la déshydroxylation de

nontronite (déshydratée). Nous pouvons proposer la réaction suivante :

Nao.3Fez((Si,Al)2010)(OH)2 - NaosFez((Si,Al)s010) + H20 + O% (équation I11-19)

(v) une libération de CO; a 547°C, puis une autre, plus importante, a 739°C, liées a des
pertes de masse a 532°C et 733°C, respectivement.

La premiere pourrait correspondre a la décarbonatation d’un carbonate comme la
dolomite (500 — 950°C) (équations 11I-8, 11I-9), la magnésite (500 — 750°C) (équation 11I-10), la
sidérite (450 — 600°C) (équation 11I-18), ou le carbonate de sodium Na;COs (500 — 1000°C)
(équation 1lI-11). Et en effet, de la magnésite est présente dans I’échantillon (sous forme de

traces).
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La réaction a 739°C est endothermique et pourrait correspondre a la décarbonatation
d’un autre carbonate, tel que la calcite (750 — 900°C) (équation 11I-9), ou bien la dolomite, la
magnésite, ou Na>COs (si ces derniers n’ont pas subi leur décarbonatation lors de la premiere
libération de CO3).

Ces deux libérations de CO; pourraient donc provenir de deux carbonates différents. Il
est également possible que la premiere libération soit causée par la décarbonatation de la
dolomite, produisant de la calcite qui serait ensuite décarbonatée, expliquant la deuxieme
libération de CO..

Alternativement, il est possible que ces pics soient causés par la décarboxylation de
molécules organiques ; voire leur combustion (sous |'effet de |la présence d’0O;). Par exemple,
il a été montré que sous atmosphéere d’0;, les acides benzéne et naphtaléne carboxyliques

peuvent libérer du CO; entre 275 et 1050°C (Eigenbrode et al., 2014).

(vi) une libération d’eau a 739°C, pouvant participer a la perte de masse a 733°C. Elle
pourrait provenir de la déshydroxylation d’une smectite telle qu’une smectite de magnésium
(600 — 900°C) (comme la montmorillonite ou la saponite), ou d’hectorite (une smectite
dioctaédrique) (équation Il-6) (500 — 900°C).

Nous pouvons proposer une équation pour la déshydroxylation de la saponite

déshydratée :
Cao.25(Mg,Fe)s((Si,Al)2s010)(OH)2 — Cao.25(Mg,Fe)s((Si,Al)a010) + H,0 + O% (équation IlI-

20)

(vii) et enfin, une réaction exothermique a 868°C, non associée a un changement de
masse. Nous pouvons probablement exclure la recristallisation d’'une phase minérale
dioctaédrique déshydroxylée, telle que la montmorillonite (smectite de magnésium) en
minéral de type spinel (MgAl,04), car la température habituelle de cette réaction se situe
entre 900°C et 1000°C (Karathanasis, 2008).

Des minéraux trioctaédriques, tels que la serpentine, le talc, la saponite, la vermiculite
et la chlorite peuvent également produire un exotherme similaire entre 700°C et 1100°C,

associé avec la formation de forstérite (Mg,SiO4) ou d’enstatite (MgSiOs) (Karathanasis, 2008).
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Parmi ces derniers, seule la saponite est une smectite (or, le principal minéral constituant
I’échantillon de Svalbard est une smectite).
Le minéral responsable de cet exotherme a 868°C est donc probablement la saponite,
confirmant ainsi la responsabilité de ce minéral dans la libération d’eau a 739°C (étape (vi)).
Le mécanisme de la recristallisation de la saponite en enstatite se déroule de maniére
similaire a celui de la dégradation du talc. La réaction se déroule via la migration de protons
vers des zones de réaction. Le produit de réaction est principalement I'enstatite, accompagné

de SiO; amorphe et d’Al,03 (Wilson, 2013).

L'analyse TG-DSC-MS sur Svalbard a donc permis de confirmer la présence de
smectite(s) dans I’échantillon, et d’en préciser lidentification, ces smectites étant

probablement la nontronite et la saponite.

Cependant, I'ampleur de la perte de masse a 739°C, et lintensité des pics
correspondant au spectre de masse du CO; indiquent que les carbonates sont présents en plus
grande quantité qu’a I’état de traces dans I’échantillon. Alternativement, la libération de CO>
peut étre causée par la combustion de molécules organiques (présence d’O;) ou leur
décarboxylation. A 739°C, la décarbonatation d’un carbonate et la déshydroxylation de la

saponite prennent place simultanément.

Pour résumer (tableau III-8), au cours de I'analyse TG-DSC-MS de I'échantillon de sol
de Svalbard (AM11-155), nous pouvons observer une libération de dioxygéne du début de
I’analyse jusqu’a 370°C, possiblement liée a la vaporisation de H;0..

Un premier pic de libération d’eau a 205°C (débutant en début d’analyse,
correspondant a la premiére étape de perte de masse) peut correspondre a la perte d’eau de
porosité du sol, ainsi qu’a la déshydratation de la smectite présente dans I’échantillon, par
perte de son eau adsorbée, eau inter-feuillet, et eau de solvatation.

Une libération graduelle de CO, commence en début d’analyse, avec deux plateaux a
157°C et 370°C, correspondant probablement a la combustion de molécules organiques sous

effet de I'O,, ou décarboxylation de ces mémes molécules organiques.
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Un pic de libération de CO; est observé a 442°C (perte de masse a 432°C), causé par la
décarboxylation de sidérite, de magnésite, ou provenant de la combustion / décarboxylation
de molécules organiques.

Une nouvelle libération d’eau a 450°C (perte de masse a 432°C) provient probablement
de la déshydroxylation de nontronite, confirmant ainsi la présence d’au moins un type de
smectite dans I’échantillon.

Une libération de CO; est observée a 547°C (perte de masse a 532°C), puis a 739°C
(perte de masse a 733°C). Ces deux libérations pourraient s’expliquer par la décarbonatation
de deux carbonates différents, notamment la magnésite (présente a I'état de traces dans
I’échantillon), le carbonate de sodium, la sidérite (seulement pour la premiere libération), ou
la calcite (seulement pour la deuxieme libération). La dolomite seule pourrait expliquer ces
deux libérations (décarbonatation avec production de calcite pour la premiere, et
décarbonatation de la calcite pour la deuxieme). Ces deux libérations de CO; pourraient aussi
s’expliquer par la décarboxylation de molécules organiques ; voire leur combustion (présence
d'Oz).

Une nouvelle libération d’eau est observée a 739°C (perte de masse a 733°C),
provenant possiblement de la déshydroxylation de saponite.

La derniére étape est réaction exothermique (868°C), sans perte de masse, et
correspond possiblement a la recristallisation de la saponite déshydroxylée (a 739°C) en

forstérite ou enstatite.
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, s Perte(s) de
Etapes de | Températures de | Espece(s) . B .
oo s oo Ay masse (pics Phénomeéne(s)
libération libération libérée(s)
DTG)
(i.a) gamme 50 - 370°C 0, N/A Vaporisation de H,0,
Libération d'eau de porosité; libération
, . . d'eau inter-feuillets de nontronite et de
(i.b) 205°C H,0 110°C o, , :
saponite (éq.lll-16, éq.111-17), d'eau
adsorbée, d'eau de solvatation
lateaux a 157°C Décarboxylation (e.g., €q.111-3) ou
(i) plateatixa - co, N/A oxylation (e.6., £q.111-3)
puis 370°C combustion de molécules organiques
Décarbonatation précoce de magnésite
€q.111-10), décarbonatation de sidérite
(iii) 442°C co, 432°C (éq ) ) ) )
(éq.111-18), décarboxylation ou
combustion de molécules organiques
. . . Déshydroxylation de nontronite
(iv) 450°C H,0 432°C ) o
déshydratée (éq.111-19)
Décarbonatation de magnésite (éq.//I-
10) ou d'un autre carbonate (dolomite,
547°C 532°C sidérite, carbonate de sodium);
décarboxylation ou combustion de
molécules organiques
(v) co,
Décarbonatation de magnésite ou d'un
autre carbonate (dolomite, calcite,
739°C 733°C carbonate de sodium); décarboxylation
ou combustion de molécules
organiques
. . . Déshydroxylation de saponite
(vi) 739°C H,0 733°C . .,
déshydratée (éq.//1-20)
. . Recristallisation de saponite en
(vii) 868°C N/A N/A

forstérite ou enstatite

Tableau I11-8 : résumé des étapes de libération d’espéeces au cours de I’analyse TG-DSC-MS de

3.4.2.3.3) Rio Tinto

I’échantillon de sol de Svalbard
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Etude de I’évolution de I'intensité des fragments détectés, en

fonction du gradient de température

Premiére analyse

Notre échantillon de sol de Rio Tinto est constitué de sulfates hydratés. La composition
minéralogique exacte de I’échantillon est la suivante (Stalport et al., 2012) :

Jarosite (36,2%) : KFe3*3(S04)2(OH)s

Copiapite (11,6%) : Fe?*Fe43*(SO4)e(OH), - 20H>0

Alunogene (40,1%) : Al»(SOa4)3 - 17H,0

Amarantite (12,0%) : Fe;3*(S04),0 - 7H,0

Pour I'analyse TG-DSC-MS, la masse utilisée est de 72,71 mg. Le matériau de référence
est Al;03, de masse 66,893 mg. Le gaz inerte est de I'argon. Le programme de température est
constitué d’une rampe de 10°C.min%, avec une température initiale de 20°C, jusqu’a 1000°C.

La figure 1lI-54 est la représentation en trois dimensions d’un scan TG-DSC-MS de Rio

Tinto.
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Figure llI-54: Représentations graphiques (montrant la méme figure sous deux angles différents)
d’une analyse TG-DSC-MS sur un échantillon de sol de Rio Tinto. Chauffage a 10°C.min, sous

atmosphere d’argon.
Nous ne nous attarderons pas sur cette analyse, puisque |'analyse suivante nous

permet d’aller plus dans les détails, cependant nous pouvons a premiere vue observer

plusieurs phénomeénes :
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- Une espéce ayant pour rapport m/z 40 est libérée avec une intensité constante du
début a la fin de I'analyse, ce qui pourrait correspondre au gaz inerte utilisé pour I'analyse
(argon).

- Une espéce ayant pour rapport m/z 44 apparait en cours d’analyse (environ 200°C)
et reste constante jusqu’a la fin, ce qui pourrait étre du CO,.

- Trois espéces de m/z 32, 48 et 64 voient leur intensité augmenter a partir d’environ
500°C. Une quatriéme espéce (m/z = 66) espéce fait une apparition ponctuelle lorsque les trois
autres voient leur intensité atteindre leur maximum (a environ 700°C). Le pic des trois espéces
précédemment décrites semble au moins quadruple. Ceci pourrait correspondre a libération
de SO,.

- Une espéce de m/z = 18 est présente en début d’analyse, son intensité augmente a
partir d’environ 50°C, accompagnée de I'apparition d’autres espéces a m/z = 16 et 17, son
intensité maximale est atteinte a environ 550°C, puis elle décroit rapidement, avant de

d’augmenter a nouveau en fin d’analyse. Ceci pourrait correspondre a une libération d’eau.

Deuxiéeme analyse (MID)

Nous avons ensuite réalisé une nouvelle analyse TG-DSC-MS, mais en utilisant cette
fois le spectrométre de masse en mode « Multiple lon Detection » (MID). Plutot que de
mesurer 'intensité d’'une gamme entiére de rapports m/z, seuls certains sont choisis, et
mesurés individuellement au cours du gradient de température.

La masse de sol de Rio Tinto utilisée est de 72,72 mg. Le matériau de référence est
Al,O3, de masse 66,893 mg. Le gaz inerte est de I’'hélium. Le programme de température est
constitué d’'une rampe de 10°C.min%, avec une température initiale de 20°C, jusqu’a 1000°C.

L’ensemble des rapports m/z sélectionnés pour cette analyse sont représentés en
figure 11I-55. Parmi ces rapports, les plus abondants au cours du gradient de température sont
les suivants : 16, 17, 18, 28, 32, 44, 48, 64 et 66, avec des intensités maximales de 8,74.108,
6,07.107, 2,62.10° 1,02.10% 4,66.107, 8,2.10% 3,68.107, 5,49.107, 2,5.10% A,
respectivement. Ces données, ainsi que les ions pouvant correspondre a ces rapports m/z,

sont présentés dans le tableau lII-9.
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Intensité | Intensité
Rapport . ] lons
maximale | maximale
m/z R correspondants
(A) relative

16 8,74E-08 3,3 o

17 6,07E-07 23,2 OH"

18 2,62E-06 100 H,0"

28 1,02E-08 04 |™c™0" N,

32 4,66E-07 17,7 0, s*

44 8,20E-08 3,1 co,"

48 3,68E-07 14 ol

64 5,49E-07 20,9 SO,

66 2,50E-08 1 s*®o,"

Tableau I11-9 : récapitulatif des rapports m/z observés au cours de cette analyse, intensité maximale

absolue et relative, et ions pouvant correspondre aux rapports m/z observés

Intéressons-nous maintenant a I’évolution de l'intensité de ces rapports m/z en

fonction du gradient de température (figure I11-55).
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Figure I1I-55 : évolution de I'intensité du courant d’ion des différents rapports m/z ciblés, en fonction

de la température

329




Chapitre Il : Minéralogie

A premiére vue (figure 1lI-55), deux espéces majoritaires sont libérées. La premiére
commence a étre libérée vers 60°C, avec point d'inflexion aux alentours de 100°C, un
maximum a 580°C, puis décroit, avant de recroitre en fin d'analyse. Au vu des rapports m/z
impliqués (17 et 18), il semblerait que cette espece soit de |'eau.

Une autre espece semble étre libérée en cinq étapes: 590°C, 701°C, 745°C, 853°C, et
887°C. Au vu des rapports m/z impliqués (32, 48 et 64), cette espéce pourrait étre du SO..

Nous allons maintenant confirmer la présence de ces especes en comparant les
intensités relatives de leurs rapports m/z avec celles des spectres de masse de la librairie NIST.
Nous allons également rechercher d’autres espéces attendues lors de ce type d’analyse (O,

CO,).

Dioxygene:

Commencons par les rapports caractéristiques de I’O; (figure 111-56). Le rapport a m/z
=16 est causé par I'eau jusqu’a 580°C, puis par le SO,. Cependant, on peut aussi voir le rapport
a m/z = 32. Il n’est pas totalement expliqué par le SO, (représentant dans ce cas I'ion 325%),
puisqu’il commence avant le dégagement principal de SO, il ne montre pas le pic a 590°C
typique du comportement du SO au cours de ce chauffage, et de plus, son pic est atteint en
méme temps que celui de I'eau a 580°C. Il pourrait donc y avoir un dégagement d’O; en méme
temps que celui de I'eau. Cet O; pourrait provenir de la décomposition thermique d’un
oxychlorure (Leshin et al., 2013), cependant, seulement des sulfates ont été détectés dans cet
échantillon (Stalport et al., 2012). Pour information, lors de I'analyse thermogravimétrique
couplée a I'analyse des gaz libérés d’'une K-jarosite (minéral représentant 36,2% de la masse
de notre échantillon de Rio Tinto, cf. Stalport et al., 2012), les auteurs n’ont pas observé de

libération d’O; (Frost et al., 2005).
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Figure 1I-56 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

1’0 ; (b) spectre de masse typique de I'0O;

Dioxyde de carbone:

Ici, le rapport m/z = 16 ne permet pas d’interpréter, puisqu’il est causé par I'eau dans
un premier temps et le SO, dans un second temps. On peut voir une libération d’une espéce
(possiblement du CO;) causant I'observation du rapport m/z 44, débutant a 72°C et avec

guatre pics a 327°C, 507°C, 701°C, et 740°C.
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Le rapport m/z = 28 pourrait provenir du CO,, cependant ici il ne montre pas
exactement le méme comportement que le rapport m/z = 44, indiquant potentiellement une
origine différente et inconnue.

La détection de CO; ne semble pas attendue, puisqu’aucun carbonate n’a été détecté
dans ce sol (Stalport et al., 2012). Il pourrait cependant provenir d’une combustion de matiére
organique par I'O; possiblement détecté, ou de la décarboxylation de certaines molécules
organiques (cf. interprétation donnée dans la partie portant sur I’échantillon d’Atacama
(étape (ii)). En effet, cet échantillon est connu pour contenir des molécules organiques a des
concentrations de I'ordre du ppt (éthylamine, sérine et glycine ; ainsi que 'ammoniac NHs) et
de I'ordre du ppb (méthylamine, valine, alanine et acide aspartique) (Stockton et al., 2009).
De plus, ce rapport m/z = 44 a déja été détecté lors de I'analyse d’une jarosite, minéral
contenu dans I'échantillon de Rio Tinto (cf. figure 1lI-61), et pourrait ainsi provenir de la
dégradation thermique de ce minéral. Les auteurs ne donnent pas d’interprétation quant a

I'origine de ce rapport.
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Figure IlI-57 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

CO3; (b) spectre de masse typique du CO,

Eau:

On peut observer une libération d’eau, et ce a forte intensité. Elle commence a étre
libérée vers 60°C, avec point d'inflexion aux alentours de 100°C, un maximum a 580°C, suivie
immédiatement d’une pente décroissante marquée, puis d’un épaulement. Ensuite, de I'eau

est a nouveau libérée avant la fin de I'analyse, avec trois maxima : 860°C, 907°C, et 976°C.
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Figure I11-58 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse de

H,0 ; (b) spectre de masse typique de H,0O

Dioxyde de soufre:

Nous pouvons clairement voir une libération de SO, en deuxieme partie d’analyse,
débutant a environ 500°C, et avec cinqg étapes de libération maximale : 590°C, 701°C, 745°C,

853°C, et 887°C.
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Figure I11-59 : (a) rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et typiques du spectre de masse du

SO, ; (b) spectre de masse typique du SO>

Observons maintenant la figure 111-60, dans laquelle sont représentées les courbes des
intensités en fonction de la température, en les regroupant par espece supposée, dans un

méme graphique grace a une échelle logarithmique. On peut clairement y voir que les deux
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espéces principalement libérées au cours de cette analyse sont I'eau (a) et le SO; (b). Le

rapport m/z = 16 est commun aux deux especes.
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Figure I11-60: Courbes d’intensité des ions pour Rio Tinto, chauffage a 10°C.min%, sous atmosphére
d’hélium. (a) Comparaison du signal MS de m/z = 16, 17, 18; (b) comparaison du signal MS de m/z =
16, 32, 48, 64,66.

Pour résumer, nous avons donc :
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(i) une libération d’eau qui commence aux alentours de 60°C, avec un point d'inflexion
aux alentours de 100°C, un maximum a 580°C. Ensuite, I'intensité de la libération décroft,

avant de recroitre en fin d'analyse (maxima a 860°C, 907°C, et 976°C).

(ii) une libération d’espece, pouvant étre du CO;, débutant a 72°C et avec quatre pics

a 327°C, 507°C, 701°C, et 740°C.

(iii) une libération de SO, débutant a environ 500°C et se faisant en cinq étapes: 590°C,

701°C, 745°C, 853°C, et 887°C.

La courbe de l'intensité du rapport m/z = 64 (SO;) en fonction de la température
posséde quatre maxima successifs (590°C, 701°C, 745°C, 853°C), caractéristique partagée avec
la courbe observée pour ce méme rapport par Frost et al. (2005) (figure 111-61) lors de leur
analyse d’une jarosite de potassium, ce qui pourrait étre une confirmation des résultats de
Stalport et al. (2012) quant a la présence de ce minéral dans I’échantillon de Rio Tinto. On
peut également y observer le rapport m/z = 44, que nous observons également au cours de

notre analyse.

A=

64

18

omndopeibbtidi,, | e,

Relative 1on current

30 130 230 330 430 530 630 730 830 930
Temperature/°C

Figure 1lI-61 : rapports m/z relatifs en fonction de la température pour I'analyse d’une jarosite de

potassium (source : Frost et al., 2005)

Corrélons maintenant ces données avec celles obtenues par TG et DSC.
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Etude des données TG et DSC, et corrélation avec les données

obtenues par MS

La TG-DSC-MS sur Rio Tinto nous permet de représenter la masse (en % de la masse
initiale) et la dérivée de la masse par rapport au temps (en %.mint), qui permet de repérer les
pertes de masse sous forme de pics (figure I11-62).

Il est intéressant de noter des pertes de masse aux températures, dans un premier
temps de 110°C, 171°C, 276°C (plus un épaulement a environ 310°C), deux pertes de vitesse
moindre a environ 518°C et 597°C, puis de nouvelles pertes a 693°C, 744°C, 855°C et 890°C.

Un pourcentage de 62% de la masse totale est perdu, ce qui représente une différence
considérable avec les sols d’Atacama et Svalbard (5%). Cette différence pourrait étre due a la

présence d’eau en quantité plus importante dans le sol de Rio Tinto.
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Figure 111-62: courbes de TG et dTG pour Rio Tinto. Chauffage a 10°C/min, sous atmosphére d’hélium

Corrélons maintenant, dans la figure 111-63, la courbe de dTG et celles des intensités

des ions détectés.
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Figure 111-63: courbes d’intensité des principaux rapports m/z détectés au cours de I'analyse, et

courbe dTG ; en fonction de la température.

Les trois premiéres pertes de masse (110, 171 et 276°C) semblent correspondre a la
libération d’eau (débutant a 60°C, inflexion a environ 100°C). Cette eau est de I’eau non
structurelle (I'eau structurelle étant I'’eau sous forme de groupements hydroxyles OH dans la
structure des minéraux). Elle peut provenir des sulfates copiapite Fe?*Fes3*(S04)s(OH)> -
20H,0, alunogéne Aly(SOa4)s - 17(H20), et amarantite Fe;3*(S04)20 - 7H20. En effet, I'eau de
type n(H20) contenue dans ces trois minéraux est libérée a de faibles températures. On peut
prendre I'exemple de 'amarantite, qui commence a perdre son eau de cristallisation des 78°C
(Frost et al., 2013). Certaines de ces étapes, plus particulierement les plus tardives, pourraient
également inclure la libération d’eau par déshydroxylation de ces sulfates. Notamment, la
jarosite se déshydroxyle entre 250 et 460°C (cf. tableau lll-4). De plus, Frost et al. (2005) ont

montré que la déshydroxylation d’une jarosite de potassium pouvait débuter dés 130°C.

La troisieme étape de perte de masse (276°C), en particulier I'épaulement a environ
310°C, pourrait également correspondre a la libération de I'espece responsable du rapport

m/z 44, possiblement du CO; (327°C).
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La quatrieme étape de perte de masse (518°C) semble encore correspondre a la
libération de cette espece mesurée par le spectrométre de masse (cette fois le pic d’intensité
3 507°C).

La détection de ce rapport m/z 44 peut paraitre surprenante, puisque I’échantillon ne
contient pas de carbonates, mais elle a été observée par Frost et al. (2005) lors de I'analyse
d’une jarosite de potassium, et correspond possiblement a un produit de la dégradation
thermique des sulfates (les auteurs ne proposent pas d’explication quant a I'origine de ce
rapport). Alternativement, si cette espece correspond bien a du CO,, elle pourrait provenir de

la combustion / décarboxylation de matiére organique présente dans I’échantillon.

La cinquieme étape de perte de masse (597°C) correspond au pic maximal de libération
d’eau (580°C), mais également au premier pic de libération de SO, (590°C). A cette
température, I'eau libérée provient certainement de la déshydroxylation des sulfates. Le SO,

détecté provient probablement de la dégradation thermique des sulfates.

La sixieme étape de perte de masse (693°C) pourrait correspondre a I'épaulement sur
la courbe décroissante des rapports m/z caractéristiques de la libération d’eau ; ainsi qu’au
second pic de libération de SO; (701°C); et au troisieme pic de libération de I'espéce
responsable du rapport m/z 44 (701°C).

La septieme étape (744°C) correspond a la libération maximale de SO, (745°C) mais
aussi a une libération de I'espéce responsable du rapport m/z 44 (740°C).

La huitieme étape (855°C) correspond encore une fois a une libération de SO, (853°C),
mais aussi une libération d’eau (860°C).

La neuviéme et derniere (étape 890°C) correspond encore une fois a la libération de
SO (887°C).

Les deux derniéres étapes de libération d’eau (907 et 976°C) ne semblent pas liées a
une perte de masse particuliere.

Toutes ces libérations d’espéces proviennent de la dégradation thermique des sulfates
(plus précisément, de réactions de déshydroxylation pour la libération d’eau, et désulfatation
pour la libération de SO,). La libération de I'espéce responsable du rapport m/z 44 est quant

aelle possiblement causée par la dégradation thermique des sulfates (notamment la jarosite) ;
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ou alternativement (si cette espéce est bien du CO;) par la combustion / décarboxylation de

molécules organiques.

Le thermogramme DSC est comparé a la courbe dTG dans la figure 1ll-64. L’artefact en

début d’analyse est toujours présent et complique I'interprétation des données.
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Figure Il1-64: courbes de dTG et DSC pour Rio Tinto. Chauffage a 10°C/min, sous atmospheére d’hélium

Zoomons sur la premiere étape de perte de masse (constituée de deux pics se

chevauchant).
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Figure 111-65 : courbes de dTG et DSC pour Rio Tinto (zoom sur une partie de la courbe). Chauffage a
10°C.min’%, sous atmosphére d’hélium
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Il faut imaginer la ligne de base comme un arc de cercle (Lu, communication
personnelle). On peut alors voir que le premier pic (épaulement) est une réaction
endothermique. Le second pic (que nous avions considéré comme la premiére étape de perte
de masse a 110°C) représente lui aussi une réaction endothermique. La deuxiéme étape de
perte (pic a 171°C) semble elle aussi endothermique.

Effectuons maintenant un zoom inverse pour observer le reste de la courbe.
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Figure 111-66 : courbes de dTG et DSC pour Rio Tinto (zoom sur une partie de la courbe). Chauffage a

10°C.min’%, sous atmosphére d’hélium

Pour chaque étape de perte de masse, nous avons une réaction associée qui est
endothermique. Méme si certaines portions de la courbe du flux de chaleur semblent
correspondre a des réactions endothermiques (c’est-a-dire des pics supérieurs a la ligne de
base), ces pics correspondent en fait a des rétablissements de la ligne de base (qui est courbe)
suite a une réaction endothermique (et donc un pic inférieur a la ligne de base) (Lu,
communication personnelle). Ceci est en accord avec I'ensemble de nos interprétations
précédentes, puisque les réactions de déshydratation, de déshydroxylation, et désulfatation

des sulfates sont toutes des réactions endothermiques.

Pour poursuivre I'interprétation, nous pouvons observer plusieurs étapes au cours de

I’'analyse de I’échantillon de Rio Tinto :
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(i) Une libération d’eau, du début de I'analyse jusqu’a 580°C, correspondant aux étapes
de perte de masse a 110°C, 171°C, 276°C, 518°C, 597°C.

L'eau libérée est dans un premier temps de I'eau non-structurelle (résultant de la
déshydratation des sulfates).

La déshydratation de I'alunogéne a par exemple été observée dans la gamme 115 —
320°C par August (1991), selon I’équation :

Aly(SOa4)3 - 18(H20) > Aly(SO4)3 + 18(H20)  (équation 111-21)

La déshydratation de I'amarantite a été observée a 78°C et 192°C (Frost et al., 2013) :

Fe3*(SO4)(OH) - 3(H20) = Fe3*(S04)(OH) - 2(H,0) + H,O  (78°C) (équation I11-22)

Fe3*(S04)(OH) - 2(H,0) = Fe3*(S04)(OH) + 2H,0 (192°C) (équation 111-23)

La formule de I'amarantite acceptée par I'IMA (« International Mineralogical
Association ») est Fe;3*(S04),0 - 7H,0. Cependant, elle peut également étre écrite de la
maniére présentée ci-dessus, c’est-a-dire Fe3*(S04)(OH) - 3(H20) (Frost et al., 2013).

La déshydratation d’une copiapite a été observée en six étapes par August (1991) dans
la gamme 130 — 340°C (incluant également une déshydroxylation lors de la derniére étape a
340°C) :

H30%0,1Mgo,16F€%*0,3Al0,4(Fe3*0,88Al0,12)4[ (SOa)s(OH)2] : 17H20 >
H30%0,1Mgo,16Fe?*0,3Al0,4(Fe3*0 8sAlo,12)a[(SO4)e(OH)] + (OH) + 17H,0 (équation I11-24)

Certaines des étapes de perte de masse correspondant a la libération d’eau peuvent
inclure la libération d’eau structurelle (résultant de la déshydroxylation des sulfates).

Par exemple, la déshydroxylation d’une jarosite de potassium a été observée dans la

gamme 130 — 330°C, selon I’équation (Frost et al., 2005):

K2(Fe3*)6(SO4)a(OH)12 - 2KFe(S0a)2 + 2Fe 03 + 6H20 (équation I11-25)

La déshydroxylation de I'amarantite a quant a elle été observée a 550°C, selon
I’équation (Frost et al., 2013) :

2Fe3*(S04)(OH) = 2Fe3*0(S04) + H20 (équation 111-26)

La déshydroxylation d’une copiapite (partiellement déshydratée) a été observée a

340°C (accompagnée d’une déshydratation) et 540°C (August, 1991) :
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H30%,1Mgo,16Fe%*0,3Alo,4(Fe**0,88Al0,12)a[(SO4)6(OH)2] ' 2H,0 >
H30%,1Mgo 16Fe?*0,3Al0,4(Fe3*0,8sAl0,12)4[(SO4)s(OH)] + (OH) + 2H>0 (340°C)  (8quation
111-27)

H30%0,1Mgo,16F€2*0,3Al0,.4(Fe3*0,88Al0,12)a[(SO4)6(OH)] >
H30%,1Mgo,16Fe%*0,3Al0,4(Fe3*0,88Al0,12)a[(SO4)e] + (OH) (540°C)  (équation
111-28)

(ii) La libération d’une espéce causant I'observation du rapport m/z 44, débutant a
72°C, présente jusqu’en fin d’analyse, avec quatre pics d’intensité a 327°C, 507°C, 701°C,
740°C ; pouvant correspondre aux étapes de perte de masse a 276°C, 518°C, 701°C et 744°C,
respectivement. Cette espéece, possiblement du CO; (cependant, le rapport m/z 28 ne suit pas
le méme comportement que le rapport m/z 44), pourrait correspondre a un produit de la
dégradation thermique des sulfates. En effet, Frost et al. (2005) ont observé ce méme rapport
lors de I'analyse d’un échantillon de jarosite de potassium (figure IlI-61). Les auteurs ne
proposent pas d’explication quant a I'origine de ce rapport. Alternativement, si cette espece
est bien du CO,, elle pourrait provenir de la combustion ou de la décarboxylation de matiere

organique présente dans I’échantillon.

(iii) Une libération de SO, débutant a 500°C, avec 5 pics d’intensité a 590°C, 701°C,
745°C, 853°C et 887°C, pouvant correspondre aux étapes de pertes de masse a 518°C, 597°C,
693°C, 744°C, 855°C et 890°C, respectivement. Cette libération de SO, est causée par la
dégradation thermique des sulfates.

Par exemple, Frost et al. (2005) ont observé la dégradation thermique d’une jarosite
de potassium dans la gamme 501 — 622°C, avec libération de SO, (les auteurs ne proposent
pas d’équation de réaction).

La dégradation thermique de I'amarantite a été observée par Frost et al. (2013) a
641°C, selon I'équation :

2Fe3*0(S04) > Fe,0s + 2503 (équation 111-29)

Il est intéressant de noter qu’au cours de notre analyse, nous n’avons pas observé le
rapport m/z 80 (caractéristique du SOs). Il semblerait donc que les sulfates présents dans notre
échantillon n’aient pas produit de SO3 en se dégradant, ou que ce SOs3 n’ait pas été détecté en

tant que tel.
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La dissociation des groupements sulfates d’une copiapite a été observée a 740°C,

810°C et 960°C (August, 1991). Les auteurs ne proposent pas d’équation de dégradation.

(iv) Un pic de libération d’eau a 860°C, correspondant a |’étape de perte de masse a
855°C. Cette eau est certainement de I’eau structurelle provenant de la déshydroxylation des
sulfates, possiblement de I'amarantite et/ou de la copiapite (la jarosite se déshydroxylant
dans la gamme 130 — 330°C; Frost et al., 2005), bien que des températures de
déshydroxylation observées pour ces deux sulfates soient de 550°C pour I'amarantite (Frost

etal., 2013), et 340 et 540°C (August, 1991).

(v) Deux pics de libération d’eau, a 907°C et 976°C. Le pic a 907°C pourrait étre en
partie expliqué par la perte de masse a 890°C (si tel est le cas, cette libération d’eau serait a
nouveau explicable par la déshydroxylation des sulfates). Le pic a 976°C ne correspond quant

a lui a aucune étape de perte de masse.

Un résumé des différentes étapes observées lors de I'analyse TG-DSC-MS de
I’échantillon de sol de Rio Tinto est présenté dans le tableau 1lI-10. Nous avons ainsi pu
observer au cours de cette analyse une libération d’eau dans la gamme 60°C - 580°C, avec un
maximum a 580°C. Cette détection peut étre causée par la libération d’eau de porosité /
adsorption / hydratation des sulfates, mais aussi par la perte de I'eau de cristallisation de
I'alunogene, 'amarantite et la copiapite (la jarosite n’en possédant pas). Certaines étapes de
cette libération d’eau peuvent également inclure la déshydroxylation (perte d’eau
structurelle) de la jarosite, de 'amarantite et de la copiapite.

Une espéce, possiblement du CO,, caractérisée par le rapport m/z 44, et dont la
présence est causée soit par la dégradation thermique des sulfates, soit par la combustion /
décarboxylation de molécules organiques, est observée de 72°C jusqu’en fin d’analyse, avec
un premier pic d’intensité a 327°C, et un dernier pic a 740°C.

Du SO; est libéré de 500°C jusqu’en fin d’analyse, avec cing pics d’intensité. Ce SO;
provient de la dégradation thermique des sulfates présents dans I’échantillon.

De I'eau est a nouveau libérée (maximum a 860°C), provenant probablement de la

déshydroxylation de I'amarantite et/ou de la copiapite. Le pic d’intensité a 907°C posséde la
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méme origine s’il est bien lié a la perte de masse a 890°C. Le dernier pic de libération d’eau ne

semble lié a aucune perte de masse, et son origine reste indéterminée.

Etapes de
libération

Températures de
libération

Espéce(s) libérée(s)

Perte(s) de
masse (pics DTG)

Phénomene(s)

gamme 60 - 580°C

H,0

110°C, 171°C,
276°C, 518°C,
597°C

Libération d'eau de porosité /
adsorption / hydratation; libération
d'eau de cristallisation de
I'alunogene (éq./11-21), amarantite
(égs.111-22, 111-23) et copiapite (e.g.,
éq.111-24); déshydroxylation de la
jarosite (éq./11-25), amarantite
(éq.111-26), copiapite (e.g., égs.llI-
27, 111-28)

(ii)

début 72°C, pics a
327°C, 507°C, 701°C,
740°C

CO, ou autre espéce

276°C, 518°C,
693°C, 744°C

Libération de CO, provenant de la
décarboxylation ou combustion de
molécules organiques, ou libération

d'une espece provenant de la
dégradation thermique des sulfates

début 500°C, pics a

518°C, 597°C,

(iii) 590°C, 701°C, 745°C, SO, 693°C, 744°C, |Dégradation thermique des sulfates
853°C, 887°C 855°C, 890°C
. . . Déshydroxylation amarantite et/ou
(iv) 860°C H,0 855°C o
copiapite
(v) 907°C et 976°C H,0 890°C, N/A Non déterminé

Tableau 111-10 : résumé des étapes de libération d’especes au cours de I'analyse TG-DSC-MS de

I’échantillon de sol de Rio Tinto

La masse perdue lors de la libération initiale d’eau (du début jusqu’a 580°C) représente

environ 34% de la masse totale. Celle du SO représente 28% de la masse totale. Nous sommes

donc en présence d’un sol riche en eau, relativement aux sols d’Atacama et de Svalbard (la

perte totale de masse dans ces sols, eau et autres especes confondues, ne dépassait pas 5%).

Une partie de cette eau (représentant environ 11% de la masse du sol) est rapidement

relachée en début d’analyse (I'étape de perte de masse a 110°C, réaction se terminant a
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150°C), et est de I'eau non-structurelle (par opposition a I'eau structurelle qui est de I'eau
présente sous la forme de groupements OH au sein des minéraux). Cette eau pourrait étre
facilement disponible pour réagir avec le MTBSTFA lors de la réaction de fonctionnalisation en
présence de DMF a 75°C pendant 15 minutes. Elle pourrait alors étre responsable de la
diminution du rendement de la fonctionnalisation observée en partie 3.3). Ceci expliquerait la
différence dans le rendement de fonctionnalisation observé entre Rio Tinto et les deux autres
sols. Cependant, Rio Tinto possede également des sels (sulfates hydratés), facteur qui est
également absent des caractéristiques des deux autres sols. Nous allons donc poursuivre nos
expériences afin de déterminer quel agent est responsable de la réduction du rendement de

la fonctionnalisation : I’eau non-structurelle, ou les sels.

3.4.3) Conclusion

Grace aux techniques d’analyse thermique employées, nous avons pu proposer pour
I’échantillon d’Atacama la possible présence d’un phyllosilicate de type TO (1:1) ou TOT:O
(2:1:1 ou 2:2), ainsi que d’un carbonate, possiblement de la magnésite. Pour I’échantillon de
Svalbard, nous avons pu confirmer la présence de smectites, et en préciser la nature:
nontronite et saponite. Pour I’échantillon de Rio Tinto, nous avons pu confirmer la présence
de sulfates.

De maniére plus importante (dans le cadre de notre étude), comparativement aux
autres sols, les quantités d’eau présentes dans Rio Tinto sont plus importantes. La non-
détection des acides aminés, suite a leur fonctionnalisation avec du MTBSTFA préalablement
chauffé en présence de ce sol, pourrait alors s’expliquer par la libération d’eau par les sulfates
hydratés présents dans I'échantillon de Rio Tinto au cours de la fonctionnalisation, ou par la
présence d’ions sulfates, bien qu’un chauffage a une telle température semble trop faible pour
libérer les ions sulfates de la structure minérale. Cette eau pourrait également étre de I'eau
non-structurelle, de nature porosité / adsorption / solvatation (donc pas forcément de I'eau
non-structurelle de type cristallisation présente dans les sulfates). Il serait par conséquent
intéressant de chauffer Rio Tinto avant son étape de chauffage en présence du MTBSTFA, afin
d’évaporer I'eau non-structurelle présente dans le sol. Si les acides aminés ne sont toujours

pas détectés, c’est que I'eau n’est pas en cause. |l serait également intéressant de chauffer a
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différentes températures, afin d’identifier le type d’eau responsable, si I'eau est bien

responsable.

3.5) 3¢me partie : focus sur Rio Tinto

3.5.1) Introduction

A la lumiére des résultats obtenus lors de la deuxiéme partie de ce troisieme chapitre,
nous suspectons I'eau non-structurelle d’étre responsable de la non-détection des acides
aminés dans le cas de I'expérience avec I’échantillon de sol de Rio Tinto, a cause de sa plus
grande quantité en comparaison avec les deux autres sols. Ce type d’eau (présente par
exemple dans les pores du sol, ou bien adsorbée sur la surface des grains, ou formant une
couche de solvatation autour des grains, ou résultant de la déshydratation de certains sels, ou
encore contenue entre les couches de certains phyllosilicates) est facilement libérée lors d’un
chauffage a faible température, tel que celui nécessaire pour réaliser la réaction de
fonctionnalisation. Elle pourrait alors réagir avec le MTBSTFA, conduisant a ce que I'on
considere comme étant une désactivation chimique du MTBSTFA par la matrice minérale. Il
s’agirait plus précisément de la réaction du MTBSTFA avec de grandes quantités d’eau, ce qui
limiterait alors la quantité de MTBSTFA disponible pour la fonctionnalisation des acides
aminés. Un facteur cinétique est également envisageable: en effet, lorsque la
fonctionnalisation a lieu en présence d’eau, la concentration en eau étant supérieure a la
concentration en acides aminés, la réaction entre I'eau et le MTBSTFA se fait plus rapidement
qgue celle entre les acides aminés et le MTBSTFA, aboutissant a un rendement de

fonctionnalisation des acides aminés plus faible.

Afin de vérifier cette hypothése, nous allons donc chauffer I'’échantillon afin d’en
évaporer |'’eau non-structurelle. Ensuite, nous allons refaire exactement la méme expérience
gu’en partie 1 de ce chapitre. De cette maniére, nous verrons si cela suffit a résoudre le
probleme. Si tel est le cas, ce sera important vis-a-vis de la recherche de molécules organiques
a la surface de Mars, puisque des sols présentant les mémes caractéristiques y existent

(présence d’eau non-structurelle). De plus, il se trouve que ce sont des sols dans lesquels on
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risque de chercher, puisqu’ils indiquent la présence d’eau dans le passé de la planéte. Un bon
exemple en est la mission MSL, qui recherche des molécules organiques dans des sols
contenant des sulfates et des phyllosilicates.

Ensuite, nous allons augmenter le ratio quantité de MTSBTFA sur quantité de sol, sans
chauffage préalable du sol. Si, dans ces conditions, la détection des acides aminés est possible,
nous aurons mis en évidence une deuxieme méthode permettant la détection les acides
aminés.

Ensuite, si la premiéere expérience fonctionne, nous allons reproduire la méme
expérience mais en chauffant a une température moins élevée, pour voir si cela fonctionne

aussi.

Une fois ces expériences réalisées, nous réaliserons des tests sur le sol dopé. Dans ces
tests, on aura une influence non plus seulement de la famille de facteurs (i), mais des deux
familles de facteurs a la fois.

Nous allons tout d’abord réaliser une expérience dans laquelle nous utiliserons la
méme quantité de matiere d’acides aminés que la valeur optimiste attendue sur Mars, en
utilisant des ratios quantité de sol : quantité de réactifs de fonctionnalisation similaires.

Ensuite, nous allons tester avec les mémes quantités d’acides aminés qu’avec les
premieres expériences. Si le fait de varier le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol a
fonctionné lors du premier type d’expériences, alors nous allons essayer avec ce méme ratio,

cependant cette fois sur un sol dopé.

3.5.2) Hypotheéses, protocoles et résultats

3.5.2.0) Référence

Le protocole pour |'établissement de la référence est strictement le méme qu’au

paragraphe 3.3.1.a).

3.5.2.1) Sol non dopé
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3.5.2.1.1) Expérience 1 (sol chauffé, 10 min. @ 150°C)

Hypothese

Notre premiére hypothese pour cette série d’expériences est que la présence
importante d’eau non-structurelle dans le sol de Rio Tinto est le facteur responsable de la non-
détection des acides aminés, lors de I'expérience réalisée en premiere partie de ce troisieme

chapitre.

Protocole

Avant d’ajouter le mélange MTBSTFA/DMF au sol, nous avons réalisé un chauffage de
ce sol, pendant 10 minutes a une température de 150°C, afin d’en éliminer une partie de I'eau
non-structurelle. Nous avons choisi cette température de 150°C, car elle marque la fin de la
premiere étape de perte de masse (évaporation d’eau non-structurelle) identifiée lors de
I’'analyse TG-DSC-MS sur I’échantillon de Rio Tinto. Les résultats obtenus grace a ce protocole
seront comparés a la référence, afin de déterminer le recouvrement des acides aminés.

Une masse de 25 mg de sol est pesé, ajouté dans un vial, et chauffée pendant 10
minutes a 150°C dans un four, vial ouvert, pour permettre |'évaporation d’eau a I'extérieur du
vial. Ensuite, un mélange pur de MTBSTFA/DMF est ajouté au vial (120 et 40 pL,
respectivement, donc un volume total de réactif de 160 uL, correspondant a un ratio DMF :
MTBSTFA de 1: 3), le tout est mélangé grace a un vortex, et chauffé a 75°C pendant 15
minutes. Le vial est centrifugé (3500 tours par minute pendant 3 minutes), 80 uL de
surnageant est prélevé, et utilisé pour fonctionnaliser (75°C, 15 min) une quantité de matiére
de 2,5.107 mol d’acides aminés (100 mL de la solution standard évaporée). Ensuite, le

fonctionnalisat est injecté pour analyse par CPG-SM.

Résultats

Cette fois-ci, les acides aminés sont bien détectés (figure IlI-67, tableau IlI-11).

L'inhibition de la fonctionnalisation est donc évitée si Rio Tinto est précédemment chauffé a
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150°C pendant 10 minutes. La présence d’eau non-structurelle dans le sol semble donc
responsable de la non-détection des acides aminés, en réagissant avec la totalité du MTBSTFA
ajouté. Méme si de I'eau structurelle (OH) est libérée par certains sulfates en chauffant a
150°C (par exemple une K-jarosite qui se déhydroxyle entre 130°C et 330°C, cf. Frost et al.,
2005), la contribution de ce type d’eau sera probablement minime en comparaison a la
guantité d’eau non-structurelle libérée en chauffant a 150°C (cf. figure 111-62).

Pour aller plus loin, nous pouvons comparer la quantité de MTBSTFA utilisée lors de
cette expérience pour la fonctionnalisation des acides aminés avec la quantité de MTBSTFA
nécessaire pour réagir avec la totalité de I'eau éliminée a 150°C lors de I'analyse TG-DSC-MS
(MID) et contenue dans 25 mg de sol.

Lors de la deuxieme analyse TG-DSC-MS (MID) sur I’échantillon de Rio Tinto, nous
avons observé une étape de perte de masse se terminant a 150°C et correspondant a une
perte d’eau non-structurelle. Lors de cette analyse, a 150°C, la masse de sol restante
représente 88,71% de la masse initiale de sol, soit une masse perdue de 11,29% de la masse
initiale. Pour une masse de sol de 25 mg, la masse de sol éliminée a 150°C est donc de 25 x
(11,29 /100) = 2,8225 mg. En admettant que la totalité de cette masse éliminée corresponde
a de l'eau, a 150°C, pour 25 mg de sol, nous avons éliminé 2,8225 mg d’eau. La quantité de
matiere correspondante est calculée en divisant cette masse par la masse molaire de I'eau (18
g.mol?), soit 2,8225 / 18 = 0,16 mmol, soit 0,16.103 moles d’eau. Calculons maintenant la
quantité de MTBSTFA nécessaire pour fonctionnaliser la totalité de I'eau éliminée a 150°C
pendant I'analyse TG-DSC-MS et contenue dans 25 mg de sol. En premier lieu, il nous faut
prendre en compte le fait qu’'une molécule d’eau peut étre silylée une ou deux fois
(remplacement d’un seul hydrogéene ou des deux), donnant pour produit de I'eau mono-silylée
ou de I'eau bi-silylée, respectivement. Ces deux produits sont présents suite a la réaction de
fonctionnalisation, et il existe un ratio eau mono-silylée sur eau bi-silylée, qui varie selon les
conditions de I'expérience (Belmahdi, communication personnelle). Afin d’interpréter au
mieux les résultats de ce calcul, nous nous placerons aux deux extrémes de ce ratio. Prenons
pour commencer le cas théorique ou une mole d’eau réagit toujours avec deux moles de
MTBSTFA, c’est-a-dire que 100% de I’eau fonctionnalisée est bi-silylée. Dans ce premier cas,
puisqu’il faut deux moles de MTBSTFA pour fonctionnaliser une mole d’eau, la quantité de
matiére de MTBSTFA nécessaire pour fonctionnaliser la totalité de I'eau (0,16.103 moles) est

de 0,16.103 x 2, soit 0,32.10°3 moles de MTBSTFA. Dans le deuxiéme cas théorique, une mole
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d’eau réagit toujours avec une seule mole de MTBSTFA (100% de I'eau fonctionnalisée est
mono-silylée). Dans ce cas, pour fonctionnaliser la totalité de I'eau (0,16.103 moles), la

quantité de MTBSTFA nécessaire est de 0,16.10°3 moles.

Le volume de MTBSTFA utilisé lors de I'expérience 1 (ainsi que lors de I'expérience 0)
est de 120 pL. La masse du MTBSTFA en présence correspond au volume de MTBSTFA (0,12
mL) multiplié par la densité du MTBSTFA (1,036 g.mL?), soit 0,12432 g de MTBSTFA. La
guantité de matiére de MTBSTFA en présence correspond a sa masse (0,12432 g) divisée par

sa masse molaire (241 g.mol?), soit 5,16.10* moles de MTBSTFA.

Or, cette quantité est inférieure a la quantité de MTBSTFA nécessaire pour
fonctionnaliser |a totalité de I’eau éliminée a 150°C pendant I'analyse TG-DSC-MS et contenue
dans 25 mg de sol, que ce soit dans le premier cas théorique (100% de I'eau est bi-silylée,
quantité de MTBSTFA nécessaire de 0,32.10 moles) ou dans le deuxiéme cas théorique (100%
de I'eau est mono-silylée, quantité de MTBSTFA nécessaire de 0,16.103 moles). Ainsi, lors du
chauffage du sol en présence de MTBSTFA, la totalité du MTBSTFA réagit avec de l'eau,
expliquant les rendements nuls observés lors de I'expérience 0. Cependant, lors du pré-
chauffage du sol a 150°C pendant 10 minutes, la totalité de I'eau éliminée a 150°C pendant
I’analyse TG-DSC-MS est évaporée (au moins 0,16.103 moles, puisque que le chauffage a
150°C pendant 10 minutes permet en théorie d’éliminer plus d’eau que la quantité éliminée a
150°C lors de I'analyse TG-DSC-MS), ce qui explique le fait que nous puissions détecter les

acides aminés suite a ce pré-chauffage du sol (expérience 1).

Cependant, bien que nous ayons réussi a les détecter, le recouvrement n’est pas de
100% pour tous les acides aminés (les acides aminés concernés étant I'alanine, la glycine, la
leucine, la proline, la méthionine, la sérine, la thréonine, la phénylalanine, I'acide aspartique,
la lysine et I'histidine) (figure II-68). Un pré-chauffage plus long ou a une température plus
importante que 150°C pendant 10 minutes serait peut-étre nécessaire afin d’éliminer plus
d’eau non-structurelle de type porosité / adsorption / solvatation pour pouvoir augmenter le
rendement de fonctionnalisation, si ce type d’eau n’a pas été totalement éliminé lors de
I’étape de pré-chauffage.

D’autres facteurs pourraient également expliquer ces recouvrements inférieurs a

100%.
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Premiérement, le MTBSTFA pourrait réagir avec I’eau non-structurelle de type eau de
cristallisation des sulfates. En théorie, toute I'eau de cristallisation des sulfates n’a pas été
éliminée par le préchauffage a 150°C pendant 10 minutes, puisque certains des sulfates de
I’échantillon possedent des étapes de déshydratation a des températures supérieures a 150°C.
Par exemple, une copiapite analysée par August (1991) possede des étapes de déshydratation
a des températures de 190, 240 et 340°C. L'alunogene et I'amarantite subissent également
des déshydratations a des températures supérieures a 150°C: 320°C pour l'alunogene
(August, 1991), et 192°C pour I'amarantite (Frost et al., 2013). Il faudrait alors, pour expliquer
les recouvrements inférieurs a 100%, que cette eau de cristallisation soit capable de réagir
avec le MTBSTFA lors de son chauffage en présence du sol (75°C pendant 15 minutes). Ceci
pourrait se faire de deux maniéres : soit alors qu’elle est encore incluse dans la structure des
minéraux, soit parce qu’elle est libérée lors du chauffage a 75°C pendant 15 minutes. Ce
dernier cas est cependant peu probable, puisque le pré-chauffage a 150°C pendant 10 minutes
devrait pouvoir permettre I'élimination de toute I'eau de cristallisation qui pourrait étre par
la suite libérée lors du chauffage a 75°C pendant 15 minutes.

Il est également envisageable que toute I'eau non-structurelle qui puisse désactiver le
MTBSTFA ait été évaporée par le pré-chauffage a 150°C pendant 10 minutes, et qu’un autre
facteur joue sur la diminution de rendement de la fonctionnalisation.

Il serait par exemple intéressant de déterminer si le MTBSTFA peut étre désactivé en
réagissant avec les groupements OH (eau structurelle) présents dans les sulfates de
I’échantillon de Rio Tintoen possédant: la jarosite KFes3(SO4)2(OH)s, la copiapite
Fes[OH(S04)3]2:20(H20), voire I'amarantite (en effet, sa formule est parfois donnée comme
étant : FeSO40H-3(H,0) [e.g., Stalport et al., 2012]). Un autre facteur envisageable serait la
désactivation du MTBSTFA par sa réaction avec de |'eau libérée par la déshydroxylation des
sulfates. Il est cependant peu probable qu’a la température de chauffage du MTBSTFA en
présence du sol (75°C), ce dernier soit désactivé de cette maniére. En effet, les températures
de premiere déshydroxylation des sulfates de I’échantillon sont toutes supérieures a 75°C. La
déshydroxylation de la jarosite a été observée comme débutant a 130°C (Frost et al., 2005),
celle d’'une copiapite a 340°C (August, 1991), et celle de I'amarantite a 550°C (Frost et al.,
2013) (I'alunogéne ne possédant pas de groupements hydroxyles).

Un autre facteur de type oxydation du MTSBTFA lors de son chauffage en présence du

sol semble peu envisageable, puisque cet échantillon ne comporte pas d’agents oxydants, tels
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gue des perchlorates, ou des oxydes de fer. En effet, I'échantillon est uniquement constitué
de sulfates hydratés (Stalport et al., 2012), et ne contient pas d’oxydes de fer au sens strict
(i.e. constitués d’un cation métallique, le fer en I'occurrence, avec un oxygene pour anion; cf.
Stanjek, 2003). Il serait cependant intéressant de considérer la possibilité que I'amarantite
puisse posséder la qualité d’oxyde de fer, en plus de celle de sulfate hydraté. En effet, sa
formule peut étre écrite de la maniére suivante: Fe,3*(504)20-7H>0 (e.g., Frost et al., 2013).
Encore faudrait-il démontrer sa capacité a oxyder le MTBSTFA.

Nous pourrions finalement envisager une potentielle réaction du MTBSTFA avec les
anions sulfate SOs> des quatre minéraux constituant I’échantillon (jarosite, copiapite,
alunogéne, et amarantite). Il faut cependant noter que Buch et al. (2006) ont montré que la
fonctionnalisation des acides aminés était possible méme en présence d’anions sulfate
(concentration massique de 0 a 700 g.L'* de CaS0Q,). Calculons la concentration massique en
S04% correspondante a une concentration de 700 g.L! de CaSOa4. Pour un volume d’un litre de
solution, la quantité de matiére en CaSO4 correspond a la masse de CaSO4 (700 g), divisée par
la masse molaire du CaSO4 (136 g.mol?), ce qui équivaut a une quantité de matiére de 5,15
moles de CaSOs. Une mole de CaSO4 correspondant a une mole de SO4%, la quantité de
matiére de SO4% est de 5,15 moles. La masse de SO4> en présence correspond a la quantité
de matiére de SO4% (5,15 moles) multipliée par la masse molaire du SO4% (96 g.mol?), ce qui
équivaut a une masse de 494,4 g de SO4%, donc une concentration massique en SO4* de 494,4
g.L'l. Méme a cette concentration maximale, les auteurs n’ont pas observé d’influence des
anions sulfate sur la fonctionnalisation des acides aminés.

Calculons maintenant, pour comparaison, la concentration massique en SO4% présente
lors de la fonctionnalisation des acides aminés pour notre expérience. Pour un gramme de sol
de notre échantillon de Rio Tinto, nous avons 0,362 g de jarosite ; 0,116 g de copiapite ; 0,401
g d’alunogéne ; et 0,12 g d’amarantite (Stalport et al., 2012). Nous avons utilisé une masse de
0,025 g de sol. Commencons par calculer la masse de SO4% contribuée par chaque minéral de
notre échantillon :

Jarosite, KFe3*3(S04)2(OH)s : un gramme de sol contenant 0,362 g de jarosite ; 0,025 g
de sol contiendra 0,00905 g de jarosite. La quantité de matiere de jarosite correspond a sa
masse (0,00905 g) divisée par sa masse molaire (501 g.mol?), ce qui équivaut a une quantité
de matiére de 1,8.10° moles de jarosite. Une mole de jarosite correspondant a deux moles de

S04%, la quantité de matiére de SO4* est de 3,6.10™ moles. La masse de SO4% contribuée par
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la jarosite correspond a la quantité de matiére de SO4? (3,6.10° moles) multipliée par la masse
molaire du SO4> (96 g.mol?), ce qui équivaut a une masse de 3,47.103 g de SO4*.

Copiapite, Fe**Fes3*(S04)s(OH)2 - 20H,0 : un gramme de sol contenant 0,116 g de
copiapite ; 0,025 g de sol contiendra 0,0029 g de copiapite. La quantité de matiére de copiapite
correspond a sa masse (0,0029 g) divisée par sa masse molaire (1250 g.mol™), ce qui équivaut
a une quantité de matiére de 2,32.10°® moles de copiapite. Une mole de copiapite
correspondant a six moles de SO4%, la quantité de matiére de SO4> est de 1,39.10° moles. La
masse de SO4%* contribuée par la copiapite correspond a la quantité de matiére de SO4*
(1,39.10-5 moles) multipliée par la masse molaire du SO4% (96 g.mol?), ce qui équivaut a une
masse de 1,34.10°3 g de SO42.

Alunogene, Aly(SOa4)3 - 17H,0 : un gramme de sol contenant 0,401 g d’alunogene ;
0,025 g de sol contiendra 0,010025 g d’alunogéne. La quantité de matiere d’alunogene
correspond a sa masse (0,010025 g) divisée par sa masse molaire (648 g.mol?), ce qui équivaut
a une quantité de matiére de 1,55.10° moles d’alunogéne. Une mole d’alunogéne
correspondant a trois moles de SO4%, la quantité de matiére de SO4% est de 4,64.10° moles.
La masse de SO4% contribuée par I'alunogéne correspond a la quantité de matiére de SO4*
(4,64.10-5 moles) multipliée par la masse molaire du SO4%* (96 g.mol™?), ce qui équivaut a une
masse de 4,45.10°3 g de SO42".

Amarantite, Fe;3*(S04)20 - 7H,0 : un gramme de sol contenant 0,12 g d’amarantite ;
0,025 g de sol contiendra 0,003 g d’amarantite. La quantité de matiére d’amarantite
correspond a sa masse (0,003 g) divisée par sa masse molaire (446 g.mol?), ce qui équivaut a
une quantité de matiere de 6,73.10° moles d’amarantite. Une mole d’amarantite
correspondant a deux moles de SO.%, la quantité de matiére de SO4% est de 1,34.10° moles.
La masse de SO4% contribuée par 'amarantite correspond a la quantité de matiére de SO4*
(1,34.10-5 moles) multipliée par la masse molaire du SO4% (96 g.mol?), ce qui équivaut a une
masse de 1,29.10°3 g de SO42.

La masse totale de SO4* contenue dans la masse de sol (0.025 g) correspond a
I’addition de chacune des masses de SO4* contribuées par les différents sulfates de
I’échantillon, soit 3,47.103 + 1,34.103 + 4,45.103 + 1,29.10°3, ce qui équivaut a une masse
totale de 1,055.102 g de SOs* dans cet échantillon de Rio Tinto de masse 0.025 g. La
concentration massique du SO4% correspond a sa masse (1,055.102 g) divisée par le volume

de la solution (160 pL, soit 1,6.10 L), ce qui équivaut a une concentration massique de 65,94
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g.L'l. Cette concentration massique est inférieure a la concentration massique maximale
(494,4 g.L'!) utilisée par Buch et al. (2006) dans leur étude, concentration a laquelle la
fonctionnalisation des acides aminés n’était pas affectée. Nous pouvons ainsi supposer qu’il
est peu probable que la présence d’anions SO4? soit a I'origine des recouvrements inférieurs

a 100% lors de notre expérience 1.

Acide aminé Référence Rio Tinto 150°C 10 min
Aire AA/ Aire AA/ Pourec.
. ETR . ETR ET
Aire El Aire El recouv.

Alanine 1,16 2,77 1,04 1,90 89,98 1,71
Glycine 0,89 3,77 0,56 8,66 63,09 5,46
Valine 1,37 2,56 1,35 1,61 99,11 1,59
Leucine 1,46 0,89 1,37 2,78 94,15 2,62
Isoleucine 1,56 2,88 1,58 2,21 101,51 2,24
Proline 1,30 1,63 1,04 2,94 79,84 2,35
Methionine 1,35 1,45 1,29 2,53 95,87 2,42
Sérine 1,45 1,88 1,29 3,30 88,56 2,92
Thréonine 1,60 1,19 1,06 8,74 66,47 5,81
Phénylalanine 1,48 2,46 1,44 0,51 97,32 0,50
Acide aspartique 1,56 2,96 1,52 0,85 97,46 0,83
Acide glutamique 1,07 4,24 1,08 1,73 100,58 1,74
Lysine 0,64 2,14 0,23 16,51 36,26 5,99
Histidine 0,47 13,55 0,13 57,91 26,49 15,34
Tyrosine 1,56 4,55 1,55 2,53 99,36 2,51
Cystine 0,37 8,86 0,31 47,48 84,92 40,32

Tableau Ill-11: Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type
relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Rio Tinto chauffé a 150°C pendant
10 minutes. Le pourcentage de recouvrement, ainsi que son écart-type, est donné pour I'expérience

sur le sol de Rio Tinto
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Figure 1lI-67 : Quantité des acides aminés pour la référence et I'échantillon fonctionnalisé par le
mélange de MTBSTFA/DMF précédemment chauffé en présence de Rio Tinto (qui lui a été chauffé au

préalable a 150°C pendant 10 minutes).
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Figure 111-68 : Pourcentages de recouvrement des acides aminés, par comparaison entre la référence

et I'expérience
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Il serait maintenant intéressant d’utiliser une quantité de sol moins importante
(augmentation du ratio quantité de MTBSTFA sur la quantité de sol), sans chauffage préalable,
afin de voir si la réduction de la quantité de matiére d’eau permet de conserver une quantité

de MTSBTFA permettant la détection des acides aminés.

3.5.2.1.2) Expérience 2 (sol non chauffé, ratio MTBSTFA / sol

augmenté)

Hypothese

L’hypothese testée ici est qu’en augmentant le ratio de la quantité de MTBSTFA par

rapport a la quantité de sol, la détection des acides aminés devient possible.

Protocole

Le protocole est le méme que lors de I'expérience 1, sauf que cette fois le sol n’est pas
chauffé au préalable. Une masse de sol de 10 mg est utilisée (a la place de 25 mg). Un mélange
de MTBSTFA/DMF (30 et 90 L, respectivement, donc un volume total de réactif de 120 pL,
correspondant a un ratio DMF : MTBSTFA de 1 : 3) y est ajouté, le tout est mélangé grace a un

vortex. La suite du protocole est la méme que pour I'expérience 1.

Résultats

Les acides aminés sont bien détectés (tableau lll-12, figure 111-69). L’inhibition de la
fonctionnalisation peut donc également étre évitée en augmentant le ratio quantité de
MTBSTFA / quantité de sol. Il est donc possible d’utiliser une quantité de matiére de MTBSTFA
en exces par rapport a I'espece présente dans I'échantillon de sol de Rio Tinto, qui avait
entrainé la désactivation du MTBSTFA lors de notre test préliminaire en partie 1 de ce chapitre.

Cependant, cette méthode est moins efficace que le chauffage préalable du sol

pendant 10 minutes a 150°C (figure IlI-70). En effet, le recouvrement de la cystine et de
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I’histidine sont de zéro, et les recouvrements de I'acide aspartique, acide glutamique, lysine
et tyrosine sont réduits (figure I11-70).

Peut-étre que le ratio employé ne permet pas de conserver assez de MTBSTFA (suite
au chauffage en présence du sol) pour fonctionnaliser les acides aminés. Pour vérifier, il
faudrait encore augmenter le ratio quantité de MTBSTFA par rapport a la quantité de sol.

Nous pouvons cependant comparer la quantité de MTBSTFA utilisée lors de cette
expérience avec la quantité de MTBSTFA nécessaire pour réagir avec la totalité de 'eau
éliminée a 150°C lors de I'analyse TG-DSC-MS (MID) et contenue dans 10 mg de sol. A 150°C,
I’'analyse TG-DSC-MS (MD) nous montre qu’un pourcentage de 11,29 % de la masse de ce sol
est éliminé. En admettant que la totalité de cette masse corresponde a de |'eau, la masse
d’eau correspondante est de 10 x (11,29 / 100), soit 1,129 mg d’eau. La quantité de matiére
de cette eau correspond a la masse divisée par la masse molaire de I'eau, soit 1,129 / 18 =
6,27.103 mmol, soit 6,27.10 mol. Une mole d’eau réagissant avec 2 moles de MTBSTFA, afin

de fonctionnaliser toute cette eau, il faut une quantité de MTBSTFA de 6,27.10°x 2 =1,254.10°

“mol. Le volume de MTBSTFA utilisé lors de I'expérience 2 est de 90 pL. La masse du MTBSTFA
en présence correspond au volume de MTBSTFA (0,09 mL) multiplié par la densité du
MTBSTFA (1,036 g.mL?), soit 0,09324 g de MTBSTFA. La quantité de matiére de MTBSTFA en
présence correspond a sa masse (0,09324 g) divisée par sa masse molaire (241 g.mol?), soit

3,87.10* moles de MTBSTFA. Or, cette quantité utilisée est supérieure a la quantité de

MTBSTFA nécessaire pour fonctionnaliser la totalité de I'eau éliminée a 150°C lors de I'analyse

TG-DSC-MS et contenue dans 10 mg de sol : 6,27.10 moles d’eau ; soit 1,254.10* moles de

MTBSTFA nécessaires dans le cas ou 100% de I’eau fonctionnalisée est bi-silylée, et 6,27.10
moles de MTBSTFA nécessaires dans le cas ou 100% de I’eau fonctionnalisée est mono-silylée.
Ainsi, méme sans chauffage préalable du sol, avec un ratio quantité de MTBSTA / quantité de
sol augmenté (par rapport a I'expérience 1), il reste assez de MTBSTFA suite a son chauffage
en présence du sol (et sa réaction avec |'’eau) pour pouvoir fonctionnaliser les acides aminés,

ce qui confirme le résultat de I'expérience 2.
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Acide aminé Référence Rio Tinto, ratio MTBSTFA/sol augmenté
A|r.e AA/ ETR A|r.e AA/ ETR Pourec. T
Aire El Aire El recouv.
Alanine 1,16 2,77 1,00 18,09 86,77 15,69
Glycine 0,89 3,77 0,65 22,39 72,62 16,26
Valine 1,37 2,56 1,46 8,02 107,01 8,58
Leucine 1,46 0,89 1,45 5,61 99,31 5,57
Isoleucine 1,56 2,88 1,53 4,40 97,74 4,30
Proline 1,30 1,63 1,19 14,25 91,33 13,01
Methionine 1,35 1,45 1,33 6,14 98,65 6,05
Sérine 1,45 1,88 1,18 9,36 81,11 7,59
Thréonine 1,60 1,19 1,09 7,44 68,28 5,08
Phénylalanine 1,48 2,46 1,46 6,59 98,16 6,46
Acide aspartique 1,56 2,96 1,37 6,19 87,68 5,43
Acide glutamique 1,07 4,24 0,90 10,37 83,72 8,69
Lysine 0,64 2,14 0,08 66,49 8,41 8,39
Histidine 0,47 13,55 0,00 N/A 0,00 N/A
Tyrosine 1,56 4,55 0,99 16,44 63,41 10,43
Cystine 0,37 8,86 0,00 N/A 0,00 N/A

Tableau 111-12 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type
relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Rio Tinto, non chauffé, avec un
ratio quantité de MTBSTFA / quantité de sol augmenté. Le pourcentage de recouvrement, ainsi que

son écart-type, est donné pour I'expérience sur le sol de Rio Tinto.
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Figure 111-69: Quantité des acides aminés pour la référence et I’échantillon fonctionnalisé par le
mélange de MTBSTFA/DMF précédemment chauffé en présence de Rio Tinto. Le ratio de la quantité

de MTBSTFA sur la quantité de sol a été augmenté.
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Figure 11-70 : Pourcentages de recouvrement des acides aminés, par comparaison entre la référence

et I'expérience

3.5.2.1.3) Expérience 3 (sol chauffé, 15 min. @ 75°C)

Hypothese

Le chauffage a 150°C ne permet pas de différencier entre I'’eau non-structurelle de type
eau de porosité / eau adsorbée / eau de solvatation ; et I’eau non-structurelle relachée par la
déshydratation des sulfates hydratés (eau de cristallisation, -n(H20)). En effet, la perte de cette
eau non-structurelle de cristallisation (c’est-a-dire la déshydratation des sulfates) peut se
dérouler a des températures inférieures a 150°C pour certains sulfates. Par exemple, elle a été
observée a 85°C (Molony et Ridge, 1968) et a 90,5°C (Ostroff, 1964) pour le gypse CaS04:2H,0,
et a 90°C pour les sulfates d’aluminium hydratés (Bai et al., 2010). Et en effet, lors d’études
portant sur des minéraux similaires a ceux présents dans notre échantillon de Rio Tinto, les

températures de premiere déshydratation observées sont les suivantes: 78°C pour
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I'amarantite (Frost et al., 2013), 115°C pour 'alunogéne (August, 1991), et 130°C pour la
copiapite (August, 1991). La jarosite, quant a elle, ne possede pas d’eau de cristallisation
(formule KFe3*3(SO4)2(OH)g).

En chauffant a 75°C on élimine donc en théorie seulement les autres types d’eau non-
structurelle de I’échantillon: celle des pores du sol, celle adsorbée sur la surface des grains, et
celle formant une couche de solvatation autour des grains (en pratique, ce n’est pas si bien
délimité, car en chauffant a 75°C en doit quand méme commencer a déshydrater les sulfates,
notamment I'amarantite). Grace a cette expérience, on peut donc vérifier si c’est 'eau non
structurelle de type porosité / adsorbée / solvatation, ou I’eau non-structurelle n(H20) (eau

de cristallisation) qui est responsable de la non-détection des acides aminés.

Protocole

Le protocole utilisé est strictement le méme que pour I'expérience 1, sauf que I'étape

de chauffage préalable du sol est de 15 minutes a 75°C.

Résultats

En chauffant au préalable a 75°C pendant 15 minutes, on détecte toujours les acides
aminés (tableau IlI-13, figure I1I-71). Nous pouvons donc affirmer que I’eau non-structurelle
de type porosité / adsorbée / solvatation est en grande partie responsable de la non-détection
des acides aminés.

Pour aller plus loin, nous pouvons comparer la quantité de MTBSTFA utilisée lors de
cette expérience avec la quantité de MTBSTFA nécessaire pour réagir avec la totalité de I'eau
éliminée a 75°C lors de I'analyse TG-DSC-MS (MID) et contenue dans 25 mg de sol.

Lors de I'analyse TG-DSC-MS (MID) sur Rio Tinto, a 75°C, la masse de sol éliminée
représente 1,24 % de la masse initiale. Ainsi, pour une masse de sol de 25 mg, a 75°C, on aura
éliminé 25 x (1,24 / 100) = 0,31 mg. En considérant que la totalité de cette masse correspond
adel’eau, la masse d’eau éliminée a 75°C est de 0,31 mg. La quantité de matiere de cette eau
correspond a la masse (0,31 mg) divisée par la masse molaire de I'eau, soit 0,31 /18 =1,72.10
2 mmol, soit 1,72.10° mol. Si I'on considére qu’une mole d’eau réagit avec 2 moles de
MTBSTFA (100% de I'eau fonctionnalisée est bi-silylée), afin de fonctionnaliser la totalité cette
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eau, il faut une quantité de MTBSTFA de 1,72.10° x 2 = 3,44.10° mol. Si I'on considére qu’une
mole d’eau réagit avec une seule mole de MTBSTFA (100% de I’eau fonctionnalisée est mono-

silylée), la quantité de MTBSTFA nécessaire sera de 1,72.10> moles. Or, ces deux quantités

sont inférieures a la quantité de MTBSTFA en présence (5,16.10* mol). Ainsi, en pré-chauffant
le sol a 75°C pendant 15 minutes, la totalité de I'eau éliminée a 75°C pendant I'analyse TG-
DSC-MS est évaporée, et nous avons éliminé assez d’eau (au moins 1,72.10° moles, puisque
que la chauffage a 75°C pendant 15 minutes permet en théorie d’éliminer plus d’eau que la
guantité éliminée a 75°C lors de I'analyse TG-DSC-MS) pour que la totalité du MTBSTFA ne
réagisse pas avec cette eau lors de son chauffage en présence du sol, et qu’il en reste une
guantité suffisante pour la fonctionnalisation des acides aminés, ce qui confirme le résultat de
I’expérience 3. Le fait que la quantité de MTBSTFA nécessaire pour réagir avec la totalité de
I’eau évaporée a 75°C et contenue dans 25 mg de sol soit inférieure a la quantité de MTBSTFA
utilisée pourrait laisser penser que I'on pourrait détecter les acides aminés sans chauffage
préalable du sol, ce qui n"est pas le cas (résultat de I'expérience 0). Ceci est probablement da
au fait que lors du pré-chauffage a 75°C pendant 15 minutes, on élimine plus d’eau que ce qui
est éliminé a 75°C lors de I'analyse TG-DSC-MS. Afin de connaitre la quantité d’eau exacte
éliminée par le chauffage a 75°C pendant 15 minutes, il aurait fallu mesurer la masse d’un

échantillon de Rio Tinto avant et apres chauffage a 75°C pendant 15 minutes.

Cependant, ce protocole de chauffage (75°C pendant 15 minutes) est moins efficace
que celui a 150°C pendant 10 minutes. En effet, les écart-types sont plus importants, le
recouvrement pour la lysine est plus faible, et les recouvrements pour la cystine et I'histidine
sont nuls (figure 111-72).

Ceci nous empéche de conclure avec certitude que la présence d’eau non-structurelle
de type porosité / adsorbée / solvatation est I'unique responsable de la non-détection des
acides aminés. En effet, |'efficacité supérieure du chauffage a 150°C pendant 10 minutes
pourrait provenir soit d’'une plus grande quantité d’eau structurelle de type porosité /
adsorbée / solvatation évaporée; soit d’un autre facteur. Un tel facteur pourrait étre
I’élimination d’eau non-structurelle de type eau de cristallisation n(H.0), prenant place en
théorie lors du pré-chauffage de I'expérience 1 (150°C pendant 10 minutes) mais pas pendant
celui de I'expérience 3 (75°C pendant 15 minutes), puisque les températures de premiere

déshydratation des sulfates de I’échantillon sont toutes comprises entre 75 et 150°C: 78°C
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pour I'amarantite (Frost et al., 2013), 115°C pour l'alunogene (August, 1991), et 130°C pour la
copiapite (August, 1991) (la jarosite ne possedant pas d’eau de cristallisation) (I’'amarantite,
cependant, pourrait subir une déshydratation lors du pré-chauffage a 75°C pendant 15
minutes, puisque sa déshydratation commence a 78°C, cf. Frost et al., 2013). Pour que cette
hypothése soit valide, il faudrait que cette eau de cristallisation soit disponible pour réagir
avec le MTBSTFA lors de son chauffage en présence du sol a 75°C pendant 15 minutes, soit
alors qu’elle est toujours cristallisée au sein de la structure des sulfates hydratés, soit parce
gu’elle commence déja a étre libérée par un chauffage a 75°C pendant 15 minutes et réagit
avec le MTBSTFA (il faudrait pour cela que le pré-chauffage a 75°C pendant 15 minutes n’ait
pas éliminé toute I'eau de cristallisation libérable a cette température, pour qu’il en reste lors
du chauffage du MTBSTFA en présence du sol a 75°C pendant 15 minutes). Ainsi, I’élimination
de l'eau de cristallisation des sulfates lors du pré-chauffage a 150°C pendant 10 minutes
pourrait étre un des facteurs conduisant aux recouvrements supérieurs de I'expérience 1 par
rapport a I'expérience 3. Finalement, ce recouvrement supérieur pourrait également étre
expliqué par le fait que le pré-chauffage a 150°C permette de commencer a déshydroxyler les
sulfates (contrairement au pré-chauffage a 75°C), notamment la jarosite, pour laquelle une
déshydroxylation a été observée dés 130°C (Frost et al., 2005). Cette hypothese impliquerait
gue lors du chauffage du MTBSTFA en présence du sol (75°C pendant 15 minutes), le MTBSTFA
soit désactivé par sa réaction avec les groupements hydroxyle des sulfates (qui seraient donc
moins nombreux apres un pré-chauffage a 150°C pendant 10 minutes qu’a 75°C pendant 15

minutes).
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Acide aminé Référence Rio Tinto 75°C 15 min
A|r.e AA/ ETR A|r.e AA/ ETR Pourec. T
Aire El Aire El recouv.

Alanine 1,16 2,77 1,12 20,40 96,64 19,72
Glycine 0,89 3,77 0,63 12,58 70,21 8,84
Valine 1,37 2,56 1,49 24,67 109,43 26,99
Leucine 1,46 0,89 1,49 28,66 102,14 29,27
Isoleucine 1,56 2,88 1,61 28,74 103,17 29,65
Proline 1,30 1,63 1,09 21,94 84,20 18,47
Methionine 1,35 1,45 1,45 24,35 107,17 26,10
Sérine 1,45 1,88 1,48 34,36 102,08 35,08
Thréonine 1,60 1,19 1,43 36,12 89,22 32,22
Phénylalanine 1,48 2,46 1,60 27,52 108,12 29,76
Acide aspartique 1,56 2,96 1,58 29,86 100,93 30,13
Acide glutamique 1,07 4,24 1,04 29,25 97,37 28,48
Lysine 0,64 2,14 0,11 45,02 17,36 7,82
Histidine 0,47 13,55 0,00 N/A 0,00 N/A
Tyrosine 1,56 4,55 1,28 42,45 81,63 34,65
Cystine 0,37 8,86 0,00 N/A 0,00 N/A

Tableau 111-13 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type

relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Rio Tinto, non chauffé, avec un

ratio quantité de MTBSTFA / quantité de sol augmenté. Le pourcentage de recouvrement, ainsi que

son écart-type, est donné pour I'expérience sur le sol de Rio Tinto.
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Figure II-71: Quantité des acides aminés pour la référence et I’échantillon fonctionnalisé par le
mélange de MTBSTFA/DMF précédemment chauffé en présence de Rio Tinto. L’échantillon de Rio

Tinto a été au préalable chauffé pendant 15 minutes a 75°C.
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Figure IlI-72: Pourcentages de recouvrement des acides aminés, par comparaison entre la référence

et I'expérience

3.5.2.1.4) Conclusion et perspectives

L’élimination de I’eau non-structurelle de type porosité / adsorbée / solvatation (par
chauffage a 75°C pendant 15 minutes) suffit a détecter les acides aminés. Ce type d’eau
semble donc contribuer grandement a la réduction du rendement de la fonctionnalisation, par
désactivation chimique du MTBSTFA lors de son chauffage en présence du sol (plus
précisément, le MTBSTFA réagit avec I'eau et n’est plus disponible par la suite pour
fonctionnaliser les acides aminés). Cependant, le chauffage a 150°C pendant 10 minutes est
plus efficace, permettant la détection d’un plus grand nombre d’acides aminés, améliorant le
recouvrement de la lysine, et réduisant les écart-types. Une explication serait que ce chauffage
permette d’éliminer une quantité d’eau non-structurelle de type porosité / adsorbée /

by

solvatation plus importante. Alternativement, le chauffage a 150° pendant 10 minutes
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pourrait permettre, contrairement au chauffage a 75°C pendant 15 minutes, I'élimination
d’eau non-structurelle de type n(H20) (eau de cristallisation). Nous ne pouvons donc pas
écarter la possibilité que ce type d’eau soit également responsable de la diminution du
rendement de la fonctionnalisation observé lors de I'expérience 3. Cela impliquerait que lors
d’un chauffage a 75°C pendant 15 minutes, I'eau non-structurelle de type cristallisation n(H,0)
soit disponible pour réagir avec le MTBSTFA (soit sous sa forme cristallisée au sein de la
structure des sulfates ; soit car un chauffage isotherme de 15 minutes a 75°C apporterait assez
d’énergie pour commencer a libérer ce type d’eau, ce qui pourrait étre le cas en particulier
pour I'amarantite). Finalement, le rendement supérieur de I'expérience 1 par rapport a
I’expérience 3 pourrait s’expliquer par le fait que le pré-chauffage a 150°C (par comparaison
avec celui a 75°C) permette d’éliminer une plus grande quantité d’eau structurelle OH (dans
ce cas, cela impliquerait que le MTBSTFA puisse réagir avec les groupements hydroxyles des

sulfates alors gqu’ils sont inclus dans la structure des minéraux).

Tous ces résultats sont d'importance pour la recherche d’indices de vie sur Mars. En
effet, nous avons choisi dans cette these de considérer 'eau comme pouvant appartenir a
deux catégories : I'eau structurelle (groupements OH des minéraux), et I’eau non-structurelle
(eau de porosité / adsorbée / solvatation ; ainsi que I'eau de cristallisation ; et I'eau inter-
feuillets). Or, ces deux catégories d’eau sont présentes sur Mars. En effet, des minéraux
contenant des groupements OH ont été détectés (par exemple I'akaganéite; cf. Ming et al.,
2014; Vaniman et al., 2014). De plus, de I'eau non-structurelle a été observée : eau libre (c’est
a dire non liée au sein de minéraux, n’incluant donc pas I'eau de cristallisation ou 'eau inter-
feuillets) sous forme solide (Smith et al., 2009) (la formation temporaire d'eau libre et liquide
étant également possible dans les conditions régnant sein du cratéere Gale, cf. Martin-Torres
et al., 2015), mais aussi eau de cristallisation, notamment au sein de sulfates hydratés, comme
la bassanite, détectée lors de I'analyse d’une roche sédimentaire de la baie de Yellowknife,
cratére Gale (cf. Ming et al., 2014; Vaniman et al., 2014). De I'eau inter-feuillets pourrait
également étre présente au sein de phyllosilicates (par exemple, cf. Vaniman et al., 2014).
Finalement, de la jarosite, un des sulfates constituant notre échantillon de Rio Tinto, a été
détectée sur Mars, notamment in situ par les spectrométres Mossbauer et mini-TES
d’Opportunity, au sein d’affleurements sédimentaires de Meridiani Planum (Squyres et al.,

2004).
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En appliquant un pré-traitement du régolithe martien par chauffage, on pourrait donc
non seulement y trouver des molécules organiques (en vaporisant I'eau non structurelle de
type porosité / adsorbée / solvatation, s’il y en a ; par chauffage a 75°C pendant 15 minutes),
mais également augmenter le rendement de fonctionnalisation (en éliminant I'eau de
cristallisation des sulfates, et/ou en apportant plus d’énergie pour I'élimination de I’eau non-
structurelle de type porosité / adsorbée / solvatation, et/ou en commencgant a éliminer de
I’eau structurelle, par chauffage a 150°C pendant 10 minutes).

De plus, ces résultats sont également d’intérét pour la recherche de molécules
organiques dans d’autres environnements extraterrestres via la fonctionnalisation au
MTBSTFA. En effet, des sols avec des concentrations en humidité supérieures a 0,4%
pourraient étre trouvés dans des environnements extraterrestres (Biemann et al., 1977, dans
Rodier et al., 2001). Ainsi, un pré-traitement du sol par chauffage a des températures
permettant I’évaporation de I’eau non-structurelle de type porosité / adsorbée / solvatation
pourrait permettre la détection de molécules organiques qui seraient sinon restées non

détectées.

Il est également intéressant de noter que méme en chauffant a 150°C pendant 10
minutes, les recouvrements ne sont toujours pas tous de 100%. Une explication serait que
I’énergie apportée par le chauffage n’ait pas été suffisante pour éliminer la totalité de I'eau
non-structurelle de type porosité /adsorption / solvatation entrainant la diminution du
rendement de la fonctionnalisation, ou bien qu’un autre facteur entre en jeu. Par exemple, le
MTBSTFA pourrait réagir avec de I'eau de cristallisation (si elle n’a pas été entierement
éliminée lors du pré-chauffage a 150°C), ce qui impliquerait que cette eau soit capable de
réagir avec le MTBSTFA alors qu’elle est toujours présente dans la structure des sulfates, ou
bien qu’elle soit libérée sous 'effet du chauffage lors de la fonctionnalisation des acides
aminés (75°C pendant 15 minutes). Alternativement, I’eau structurelle pourrait étre un autre
facteur a l'origine des recouvrements inférieurs a 100%, de maniére similaire au cas de I'eau
de cristallisation, si les groupements OH des sulfates peuvent réagir avec le MTBSTFA alors
gu’ils sont inclus dans la structure des minéraux.

Dans le cas ou les groupements OH des sulfates auraient un impact sur le rendement
de la fonctionnalisation, il faudrait chauffer a une température plus importante au préalable

pour les déshydroxyler, mais il faudrait faire attention de ne pas commencer a dégrader ou
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vaporiser la matiere organique potentiellement présente dans le sol. En effet, pour donner
guelgues exemples, Yablokov et al. (2009) ont observé au cours de leur étude que la
décomposition de la glycine débutait a 210°C (température inférieure a son point de fusion,
qui est de 262°C), 240°C pour l'alanine (point de fusion de 297°C), et 200°C pour la sérine
(point de fusion de 228°C). Les températures de décomposition de certains acides aminés
avaient été également été déterminées par Dunn et Brophy (1932): 289 a 292°C (glycine), 247
a 249°C (acide D-glutamique), 225 a 227°C (acide DL-glutamique), 342 a 344°C (L-tyrosine),
297°C (DL-alanine), 318 a 320°C (DL-phénylalanine), 278 a 280°C (DL-acide aspartique). Des
températures de décomposition supplémentaires, déterminées par d’autres auteurs, sont
données dans le tableau 1 de la publication de Dunn et Brofy (1932). A titre de comparaison,
voici différentes températures de déshydroxylation observées au cours de diverses études sur
des minéraux similaires a ceux constituant Rio Tinto : 130 — 330°C (jarosite de potassium ;
Frost et al., 2005), 550°C (amarantite ; Frost et al., 2013), 340 et 540°C (copiapite ; August,
1991) (I'alunogéne ne possédant pas de groupements hydroxyles). Ainsi, la dégradation des
acides aminés serait inévitable si I'on voulait réaliser la déshydroxylation complete des
sulfates de I"’échantillon de Rio Tinto. Dans le cas d’un échantillon composé majoritairement
de jarosite, la déshydroxylation du minéral sans dégradation associée des acides aminés
pourrait étre réalisable, puisqu’il est possible de commencer a déshydroxyler ce minéral a
partir de 130°C (Frost et al., 2005). Il faudrait tout d’abord réaliser les mémes tests que ce que
nous avons fait (avec chauffage et sans chauffage préalable de la matrice minérale), mais sur
un échantillon de jarosite pure, afin que la seule eau présente dans I’échantillon soit de I'eau

structurelle sous forme OH.

Nous avons également montré que le fait d’utiliser du MTBSTFA en exces
(augmentation du ratio quantité de MTSBTFA / quantité de sol) permet de détecter les acides
aminés, méme si cette technique est elle aussi qualitativement et quantitativement moins

efficace qu’un chauffage préalable du sol a 150°C pendant 10 minutes.
La meilleure combinaison pour une recherche de molécule organiques in situ dans un

sol contenant des sulfates hydratés serait alors probablement de chauffer a une température

de 'ordre de 150°C (permettant d’éliminer I'eau non-structurelle, qu’elle soit de type porosité
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/ adsorbée / solvatation ou de type eau de cristallisation n(H20)), et de rajouter du MTBSTFA
en exces.

Dans ce cas on pourrait peut-étre atteindre des rendements de 100% sans avoir
recours a un chauffage a des températures plus élevées, températures permettant de
déshydroxyler les sulfates (au cas ou les groupements OH dans la structure des sulfates posent
vraiment probleme, ce dont nous ne pouvons étre sir avant d’avoir réalisé de nouvelles
expériences, par exemple sur de la jarosite pure). Ceci serait avantageux, car des températures
plus élevées pourraient, comme précisé ci-dessus, entrainer la dégradation thermique ou la
vaporisation des molécules organiques recherchées dans le sol martien. Le chauffage a 150°C
n’entrainerait pas la dégradation des acides aminés, cependant il pourrait entrainer la
vaporisation d’autres composés organiques cibles. L’acide acétique, par exemple, considéré
comme possiblement présent sur Mars (en tant qu’intermédiaire métastable de I'oxydation
de potentielles molécules organiques originellement présentes sur la planéte ; cf. Benner et

al., 2000), posséde une température d’ébullition de 117,9°C (Haynes, 2013).

3.5.2.2) Sol dopé

3.5.2.2.1) Expérience 4 (sol non chauffé, « SAM-like »)

Hypothese

Grace a cette expérience, nous avons voulu nous placer dans les conditions de
I'expérience SAM, en reproduisant a la fois la concentration en acides aminés optimiste
présente dans le sol martien, et un ratio MTBSTFA : DMF similaire a celui présent dans les
capsules de fonctionnalisation au sein de SAM (ratio de 4 : 1). Le ratio quantité de MTBSTFA
sur quantité de sol est plus élevé encore que celui qui a permis de détecter les acides aminés

sans étape préalable de chauffage du sol (expérience 2).

Explication du ratio DMF : MTBSTFA « SAM-like » : Les capsules de « wet chemistry »

de SAM sont au nombre de 9, et 7 sont dédiées a la fonctionnalisation au MTBSTFA. Ces
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capsules contiennent chacune un volume total de 500 L, soit 400 uL de MTBSTFA et 100 pL
de DMF (ratio DMF : MTBSTFA de 1 : 4).

Explication de la quantité d’acides aminés choisie pour doper le sol : Au cours de sa

these, Caroline Freissinet (Freissinet, 2010) a déterminé des concentrations d’acides aminés
(pour chaque acide aminé) pessimistes et optimistes dans le sol martien, de 0,0035 et 1,39

ppm, respectivement.

Prenons la quantité optimiste. 1,39 ppm correspondent a 1,39.10® moles par gramme
de sol martien, c’est-a-dire 1,39.10® moles pour 10 mg de sol (la quantité de sol que nous
souhaitons doper pour cette expérience, afin d’avoir un ratio « quantité de réactif / quantité
de sol » supérieur ou égal a celui qui avait permis de détecter les acides aminés sans chauffage
préalable de Rio Tinto). Or, la concentration de la solution standard d’acides aminés utilisée
est de 2,5.103 mol.LL. Ainsi, le volume de solution standard a prélever pour doper Rio Tinto

afin d’avoir une quantité optimiste d’acides aminés attendue sur Mars est le suivant :

-8
V=222 5561075L = 5,56 uL
C 2,5.10

Avec n: quantité de matiére en acides aminés (mol), C: concentration en acides

aminés de la solution (mol.L?), et V : volume a ajouter au sol pour dopage (L).

Protocole

Le protocole de dopage est inspiré des protocoles utilisés par Buch et al. (2009, 2006,
2003), en particulier I’évaporation a 40°C (Buch et al., 2003). Le protocole de dopage utilisé
est le suivant : le volume de solution d’acides aminés désiré (5,56 L pour cette expérience)
est ajouté dans un vial contenant déja I’échantillon de sol (ce dernier est sous forme de poudre
et a été ajouté au vial au préalable). Apres ajout de la solution d’acides aminés au sol, le vial
est agité grace a un vortex, puis placé sous flux constant d’argon a 40°C. Au bout d’une heure,
I’évaporation est arrétée. Le sol forme alors une crolte seche qui adhére au fond du vial. Cette
cro(te est décollé de la paroi du vial a I'aide d’'une fine tige métallique pointue, puis les
paillettes de sol en résultant sont broyées (grace a I'introduction d’une tige en verre dans le

vial), jusqu’a I'obtention d’une fine poudre. Le pilulier est de nouveau est placé a évaporer
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sous flux constant d’argon a 40°C, pendant 30 minutes. La tige en métal et la tige en verre ont

au préalable été nettoyées par des lavages successifs a I'eau millipure, éthanol et acétone.

Pour cette expérience, nous avons dopé, par réalisation du protocole décrit ci-dessus,
10 mg de I’échantillon de Rio Tinto avec un volume de 5,56 uL de la solution standard d’acides
aminés. Le sol est ensuite fonctionnalisé (75°C, 15 min) avec un mélange pur de
MTBSTFA/DMF (120 et 30 pL, respectivement, donc un volume total de réactif de 150 pL,
correspondant a un ratio DMF : MTBSTFA de 1 : 4). Ensuite, le fonctionnalisat est injecté pour

analyse par CPG-SM.

Résultats

On ne trouve que des traces d’acides aminés (tableau IlI-14, figures 11l-73 et I1I-74). Afin
de les quantifier, nous avons di utiliser le mode « Mass Range » (MR) du logiciel Xcalibur : un
filtre est appliqué, ne montrant sur le chromatogramme que les pics correspondant aux
substances comportant le rapport m/z choisi. Ce rapport choisi est le pic majoritaire du
spectre de masse de 'acide aminé recherché. Afin de pouvoir comparer les résultats de cette

expérience avec la référence, nous avons également quantifié la référence en mode MR.

Il est intéressant de noter que le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol est le
plus élevé de toutes les expériences réalisées au cours de cette partie (cf. tableau 11I-16), et
donc plus élevé que le ratio qui nous avait permis de détecter les acides aminés malgré le fait
gue le sol ne soit pas chauffé au préalable (expérience 2). De plus, lorsque 10 pL de la solution
d’acides aminés était évaporée (cf. expériences sur I’hydrolyse, chapitre Il), les acides aminés
étaient détectés a des ratios beaucoup plus importants. Pour 5,56 ulL, nous aurions d{ en
détecter dans ce cas sans avoir besoin d’utiliser le mode MR. Il semble donc que malgré
I'importance du ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol, les acides aminés aient été en
trop faible quantité pour permettre un rendement de fonctionnalisation satisfaisant. En effet,
une trop forte quantité d’eau non-structurelle dans le sol pourrait entrainer une réaction
beaucoup plus rapide du MTBSTFA avec I'eau, par rapport a la réaction du MTBSTFA avec les

acides aminés, n’aboutissant ainsi qu’a une faible quantité d’acides aminés fonctionnalisés.
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Alternativement, la quantité d’acides aminés fonctionnalisés injectée peut avoir été inférieure

a la limite de détection de I'appareil.

Ainsi, avec un ratio MTBSTFA:DMF similaire a celui utilisé par SAM, une concentration
en acides aminés optimiste par rapport a ce qui est attendu sur Mars, et un ratio quantité de
MTBSTFA sur quantité de sol ayant auparavant permis de s’affranchir du pré-traitement du
sol par chauffage; la détection d’acides aminés semble compromise, mais ne serait pas
impossible, puisque nous avons pu détecter des traces. Ceci renforce l'intérét de
I'incorporation d’une étape de pré-traitement par chauffage du sol dans les futurs instruments
d’analyse d’acides aminés du régolithe martien, afin d’en éliminer toute eau qui pourrait
désactiver le MTBSTFA et empécher la détection d’acides aminés a I'état de traces. Peut-étre
serait-il également intéressant d’incorporer une étape de pré-concentration dans ces futurs

instruments.

Il serait intéressant d’analyser Rio Tinto seul pour voir si on y trouve également des
acides aminés, afin d’étre certain que nos résultats ne puissent pas s’expliquer de cette facon.
En effet, Stockton et al. (2009) ont détecté dans cet échantillon des acides aminés a des
concentrations de 'ordre du ppt (sérine et glycine) et de I'ordre du ppb (valine, alanine et
acide aspartique).

Il serait également intéressant de reprendre ce protocole en chauffant Rio Tinto apres

le dopage, pour voir si cela permet de détecter les acides aminés en plus grandes quantités.
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Acide aminé Référence Rio Tinto dopé, SAM-like
Aire AA/ Aire AA/ Pourec.
Aire El ETR Aire El ETR recouv. ET

Alanine 0,16 4,06 4,41E-04 18,04 0,27 0,05
Glycine 0,09 5,18 2,03E-04 15,00 0,23 0,04
Valine 0,24 4,63 8,12E-04 17,90 0,34 0,06
Leucine 0,30 3,08 2,03E-03 14,61 0,68 0,10
Isoleucine 0,30 3,91 1,44E-03 16,31 0,48 0,08
Proline 0,34 3,07 3,81E-04 2,77 0,11 0,00
Methionine 0,13 1,18 7,29E-05 93,57 0,06 0,05
Sérine 0,09 2,58 1,07E-05 173,21 0,01 0,02
Thréonine 0,13 1,77 2,62E-05 173,21 0,02 0,04
Phénylalanine 0,13 3,61 5,48E-05 173,21 0,04 0,07
Acide aspartique 0,09 0,36 0,00 N/A 0,00 0,00
Acide glutamique 0,06 4,64 0,00 N/A 0,00 0,00
Lysine 0,02 5,72 0,00 N/A 0,00 0,00
Histidine 0,08 14,09 0,00 N/A 0,00 0,00
Tyrosine 0,32 4,21 0,00 N/A 0,00 0,00
Cystine 0,02 7,94 0,00 N/A 0,00 0,00

Tableau 1l1-14 : Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type

relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Rio Tinto, dopé avec une quantité

d’acides aminés optimiste attendue sur Mars.

0,40

0,35

Bl Référence
B Rio Tinto

0,30

0,25

0,20

0,15 -

I'étalon interne

0,10 -

0,05 -

Aire du pic de I'acide aminé / aire du pic de

0,00 -

Val

=
O

Ala

Leu

lle

Pro

I
=

Ser

Thr

Phe

Glu

(o
%)
<<

Lys

His

Cys r‘

Tyr

Figure 111-73: Quantité des acides aminés pour la référence et I'’échantillon dopé avec une quantité

d’acides aminés optimiste attendue sur Mars.
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Figure 1lI-74: Pourcentages de recouvrement des acides aminés, par comparaison entre la référence

et I'expérience

3.5.2.2.2) Expérience 5 (sol non chauffé, ratio MTBSTFA / sol

augmenté)

Hypothese

Nous avons voulu ici réaliser la fonctionnalisation d’acides aminés directement dans le
sol de Rio Tinto. Pour pouvoir comparer cette expérience avec les expériences dans lesquelles
le sol est non dopé, nous avons utilisé les mémes quantités d’acides aminés, de réactifs et de
sol. Nous avons utilisé le méme ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol que celui qui
nous avait permis de détecter les acides aminés malgré le fait que le sol n’ait pas été chauffé

au préalable (expérience 2).

Protocole

Nous avons dopé 10 mg de Rio Tinto avec un volume de 100 pL de la solution d’acides
aminés, selon le protocole de dopage utilisé lors de I'expérience 4. Le sol est ensuite

fonctionnalisé (75°C, 15 min) avec un mélange pur de MTBSTFA/DMF (60 et 20 uL,
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respectivement, donc un volume total de réactif de 80 uL, correspondant a un ratio DMF :

MTBSTFA de 1 : 3) Ensuite, le fonctionnalisat est injecté pour analyse par CPG-SM.

Résultats

Les acides aminés sont bien détectés (tableau lI-15, figure 11l-75). Cependant, ils le sont
en moins grande quantité que dans I'expérience correspondant a I’hypothése 3 (figure 111-76).
Pour le méme ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol, la quantité d’acides aminés
fonctionnalisés est moins grande lorsque Rio Tinto est dopé, que lorsque le MTBSTFA/DMF
pur est chauffé (75°C, 15 minutes) en présence du sol puis prélevé pour réaliser la
fonctionnalisation des acides aminés. Pourtant, le volume de réactif utilisé pour la

fonctionnalisation est le méme (80 pL), avec le méme ratio DMF : MTBSTFA (1 : 3).

Acide aminé Référence Rio Tinto dopé
Aire AA / Aire AA/ Pourec.
. ETR . ETR ET
Aire El Aire El recouv.

Alanine 1,16 2,77 0,59 24,55 51,28 12,59
Glycine 0,89 3,77 0,40 28,23 44,44 12,55
Valine 1,37 2,56 0,89 16,66 65,23 10,87
Leucine 1,46 0,89 0,93 25,59 63,83 16,33
Isoleucine 1,56 2,88 0,98 24,87 62,69 15,59
Proline 1,30 1,63 0,76 21,25 58,27 12,38
Methionine 1,35 1,45 0,68 22,78 50,40 11,48
Sérine 1,45 1,88 0,57 23,50 38,89 9,14
Thréonine 1,60 1,19 0,59 21,25 36,79 7,82
Phénylalanine 1,48 2,46 0,81 22,08 54,40 12,01
Acide aspartique 1,56 2,96 0,53 16,64 33,63 5,60
Acide glutamique 1,07 4,24 0,23 15,66 21,96 3,44
Lysine 0,64 2,14 0,00 N/A 0,00 N/A
Histidine 0,47 13,55 0,00 N/A 0,00 N/A
Tyrosine 1,56 4,55 0,28 18,71 18,00 3,37
Cystine 0,37 8,86 0,00 N/A 0,00 N/A

Tableau I1I-15: Aire du pic de I'acide aminé (AA) sur l'aire du pic de I'étalon interne (El), et écart type

relatif (ETR) (en %), pour la référence et I'expérience sur le sol de Rio Tinto, dopé.
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Figure 1lI-76: Pourcentages de recouvrement des acides aminés, par comparaison entre la référence
et I'expérience (expérience 2 contre expérience 5) (R/S : ratio quantité de réactif (MTBSTFA) /

quantité de sol).

Dans cette expérience 5 (par comparaison avec I'expérience 2 ; les expériences 2 et 5

ayant en commun le fait que le sol n’a pas été chauffé), un nouveau facteur influencant

377



Chapitre Il : Minéralogie

potentiellement les résultats entre en jeu : en plus de la famille de facteurs (i) (c’est-a-dire la
désactivation chimique du MTBSTFA au cours du chauffage en présence du sol), nous avons
cette fois-ci un effet potentiel de la famille de facteurs (ii), c’est-a-dire I'interaction entre la
matrice minérale et les molécules organiques cibles et / ou leurs produits de
fonctionnalisation (molécules organiques cibles fonctionnalisées).

Nous pouvons donc suspecter qu’un des effets de la famille (ii) a pris place, conduisant
a un recouvrement moindre que dans I'expérience 2. Puisque I'on peut éliminer le facteur de
la non-disponibilité des acides aminés pour la fonctionnalisation, par liaison entre le H acide
des molécules organiques cibles et I'atome de silicium du sol (il semble peu probable que le
protocole de dopage permette la mise en place de telles liaisons) ; ainsi que I'oxydation des
acides aminés et/ou acides aminés fonctionnalisés, I’échantillon de Rio Tinto ne contenant pas
d’agents oxydants (puisqu’il est uniguement constitué de sulfates hydratés, cf. Stalport et al.,
2012 ; a moins que nous ne considérions I'amarantite comme possédant également la qualité
d’oxyde de fer, suivant I'écriture de sa formule, cf. interprétation des résultats de I'expérience
1, paragraphe 3.5.2.1.1), cela nous laisse comme possibilités :

(i) I'hydrolyse des acides aminés et/ou des acides aminés fonctionnalisés, causée par
I’eau non-structurelle présente dans le sol,

(ii) 'absorption des acides aminés fonctionnalisés par des sels, en I'occurrence, les
sulfates (I'interférence physique des sels, cf. Buch et al., 2006).

Alternativement, les recouvrements inférieurs de |'expérience 5 par rapport a
I’expérience 3 pourraient étre liés au fait que lors de la fonctionnalisation directe des acides
aminés dans le sol, des especes (comme I'eau) présentes en solution dans le DMF entrent en
compétition avec les acides aminés pour la fonctionnalisation, entrainant ainsi un rendement
de fonctionnalisation des acides aminés réduit. En effet, lorsque la fonctionnalisation a lieu en
présence d’eau, la concentration en eau étant supérieure a la concentration en acides aminés,
la réaction entre I'’eau et le MTBSTFA se fait plus rapidement que celle entre les acides aminés
et le MTBSTFA, aboutissant a un rendement de fonctionnalisation des acides aminés plus

faible.

3.5.2.2.3) Conclusion
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Les expériences sur sol dopé nous ont permis de montrer que dans le cas du sol dopé

avec une quantité optimiste d’acides aminés attendue sur Mars, et un ratio DMF : MTBSTFA

similaire a celui utilisé sur SAM, les acides aminés étaient détectés sous forme de traces (si ces

traces ne proviennent pas de Rio Tinto lui-méme). En outre, |la fonctionnalisation sur sol dopé

(expérience 5) semble donner des rendements inférieurs que lorsque le mélange

MTBSTFA/DMF est chauffé en présence du sol, puis qu’une partie du réactif est utilisé pour

fonctionnaliser la méme quantité d’acides aminés (expérience 2). En plus d’un effet direct sur

le MTBSTFA, la matrice minérale semble donc aussi avoir un effet sur les acides aminés et/ou

les acides aminés fonctionnalisés, au cours de la réaction de fonctionnalisation en présence

de I’échantillon de sol, par exemple par hydrolyse de ces derniers (présence d’eau non-

structurelle), ou par leur absorption par les sulfates.

3.5.3) Tableau récapitulatif et conclusions

Volume . 3 .
. Volume | Vol. Vol. Volume L Ratio "qté Acides
Ratio DMF :| Masse sol . utilisé pour o,
solution| DMF |MTBSTFA total . | MTBSTFA / | Exp. aminés
MTBSTFA (mg) . fonctionnali . , ,
AAs (uL) | (pL) (uL) | réactif (uL) . qté sol détectés?
sation (uL)
Référence 100 20 60 80 80
Non chauffé 1:3 25 100 40 120 160 80 3,2 0 Non
Chauffé (10 mn;
o auffé (10mn 1:3 25 100 40 120 160 80 32 1 oui
Rio Tinto 150°C)
non dopé
Non chauffé 1:3 10 100 30 90 120 80 8 2 Oui
Chauffé (15 mn;
auffé (15mn 1:3 25 100 40 120 160 80 32 3 oui
75°C)
<500 (e.g.: >1(e.g.:
SAM 1:4 (e-g ? 100 400 500 500 (e-g
200; 50) 2,5; 10)
L "Mars-like" 1:4 10 5,56 30 120 150 150 15 4 Traces
Rio Tinto
doPe | weyp 2-like 1:3 10 100 20 60 80 80 8 5 Oui

Tableau I1I-16: tableau récapitulatif de I'ensemble des expériences réalisées dans ce chapitre,

Les hypothéses avancées au cours de cette partie 3.5 étaient les suivantes:

concernant I'échantillon de sol de Rio Tinto

Expériences sur sol non dopé :

379




Chapitre Il : Minéralogie

Expérience 0 : la nature minéralogique de I’échantillon de sol de Rio Tinto posséde une
influence sur le rendement de la réaction de fonctionnalisation, et cette influence provient
d’une désactivation chimique du MTBSTFA causée par la nature de la matrice minérale.

Expérience 1 : la présence importante d’eau non-structurelle dans le sol de Rio Tinto
est le facteur responsable de la non-détection des acides aminés.

Expérience 2 : en augmentant le ratio de la quantité de MTBSTFA par rapport a la
quantité de sol, sans chauffage préalable du sol, la détection des acides aminés devient
possible.

Expérience 3 : I'eau non-structurelle de type eau de porosité / eau adsorbée / eau de
solvatation est I'eau responsable de la non-détection des acides aminés lors de I'expérience

0.

Expériences sur sol dopé :

Expérience 4 : une quantité optimiste d’acides aminés attendue sur Mars peut étre
détectée suite a une fonctionnalisation en présence de la matrice minérale, avec un ratio
DMF : MTBSTFA similaire a celui utilisé par SAM, et un ratio quantité de MTBSTFA sur quantité
de sol supérieur a celui qui avait permis la détection des acides aminés sans chauffage
préalable du sol (expérience 2).

Expérience 5 : la détection des acides aminés grace a une fonctionnalisation directe
des acides aminés dans leur matrice minérale est possible sans chauffage préalable du sol, si

le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol est le méme que lors de I'expérience 2.

Les résultats et conclusions obtenus par expérimentation sont les suivants:

Expériences sur sol non dopé :

Expérience O : Lorsque le mélange MTBSTFA / DMF est chauffé en présence du sol de
Rio Tinto avant d’étre utilisé pour fonctionnaliser des acides aminés, les acides aminés ne sont
pas détectés. La nature minéralogique de I’échantillon de sol de Rio Tinto posséde donc en
effet une influence sur le rendement de la réaction de fonctionnalisation, et cette influence
provient d’une désactivation chimique du MTBSTFA par la nature de la matrice minérale.

Expérience 1 : Cependant, lorsque le sol est préalablement chauffé a 150°C pendant
10 minutes, et que la méme expérience est réitérée, les acides aminés sont détectés. Ainsi, la

présence importante d’eau non-structurelle dans le sol de Rio Tinto est probablement le
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facteur principal responsable de la non-détection des acides aminés. Cependant, le
rendement de la fonctionnalisation n’est pas de 100% pour tous les acides aminés. Nous
pouvons invoquer plusieurs explications possibles pour expliquer ce résultat. Premierement,
le chauffage réalisé pourrait ne pas avoir suffi a éliminer la totalité de I'eau non-structurelle
de type porosité / adsorption / solvatation de I’échantillon. Deuxiémement, le MTBSTFA
pourrait réagir avec I'eau de cristallisation (nH20) des minéraux. Dans ce cas, soit elle est
capable de réagir avec le MTBSTFA lors de I'étape de fonctionnalisation des acides aminés,
alors gu’elle fait toujours partie de la structure des sulfates ; soit la réaction se fait lorsque
I’eau est libérée pendant la fonctionnalisation, sous I'effet du chauffage a 75°C (cependant, ce
dernier cas est peu probable, puisqu’il faudrait que cette eau libérée a 75°C n’ait pas été
totalement éliminée par le pré-chauffage a 150°C pendant 10 minutes). |l peut également
exister d’autres facteurs influant sur la fonctionnalisation des acides aminés. Ces facteurs
pourraient étre par exemple la réaction du MTBSTFA avec I’eau structurelle (OH) des sulfates,
si, de la méme maniere que pour I'eau de cristallisation, le MTBSTFA peut réagir avec les
groupements hydroxyles des minéraux alors gu’ils sont inclus dans la structure des minéraux.

Expérience 2 : Lorsque le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol est augmenté,
méme sans chauffage préalable du sol, les acides aminés sont bien détectés. L'inhibition de la
fonctionnalisation peut également étre évitée en augmentant le ratio quantité de MTBSTFA
sur quantité de sol. Cependant, cette méthode est moins efficace que le chauffage préalable
du sol pendant 10 minutes a 150°C. En outre, cette méthode présente également le risque
potentiel d’empécher la détection de certaines molécules organiques, par un effet dilution.
En effet, un volume élevé de solution pourrait résulter en une concentration en acides aminés
trop faible pour permettre leur détection.

Expérience 3: En chauffant au préalable a 75°C pendant 15 minutes, on détecte
toujours les acides aminés. Nous pouvons donc affirmer que I'’eau non-structurelle de type
porosité / adsorbée / solvatation est en grande partie responsable de la non-détection des
acides aminés.

Cependant, le recouvrement obtenu lors de I'expérience 1 est plus élevé que lors de
I’expérience 3. Cela peut s’expliquer par le fait que lors de I'expérience 1, une plus grande
guantité d’eau non-structurelle de type eau de porosité / eau adsorbée / eau de solvatation
est éliminée, et/ou que lors de I'expérience 1, le chauffage a 150°C permet également

d’éliminer de I'eau non-structurelle de type n(H;0) (eau de cristallisation des sulfates,
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notamment celle de I'amarantite, qui commence a étre libérée a 78°C, cf. Frost et al., 2013).
Cela impliguerait que ce type d’eau est également responsable d’une diminution du
rendement de la fonctionnalisation, méme dans les conditions de chauffage du MTBSTFA en
présence du sol (75°C pendant 15 minutes). Comme expliqué ci-dessus, il faudrait pour cela
gu’elle soit capable de réagir avec le MTBSTFA malgré le fait qu’elle fasse partie de la structure
du minéral ; ou bien que les conditions de chauffage du MTBSTFA en présence du sol (75°C
pendant 15 minutes) permettent quand méme de commencer a libérer de l'eau de
cristallisation des sulfates, qui réagirait avec le MTBSTFA. Ce serait notamment possiblement
le cas pour I'amarantite (premiére perte d’eau de cristallisation a 78°C, cf. Frost et al., 2013),
si cette derniere n’a pas été totalement éliminée par le pré-chauffage a 75°C pendant 15
minutes. Un dernier facteur responsable des recouvrements inférieurs de I'expérience 3 par
rapport a I'expérience 1 pourrait étre la désactivation plus importante, lors de I'expérience 3,
du MTBSTFA par les groupements hydroxyle présents dans la structure des sulfates,
notamment de la jarosite, puisque les conditions de chauffage de I'expérience 1 (150°C
pendant 10 minutes) pourraient permettre de déshydroxyler ce minéral (premiere
déshydroxylation a 130°C; cf. Frost et al., 2005), contrairement aux conditions de chauffage

de I'expérience 3 (75°C pendant 15 minutes).

Expériences sur sol dopé :

Expérience 4 : Les acides aminés sont détectés sous forme de traces. Ce résultat
montre qu’une quantité minimale d’acides aminés est nécessaire afin de pouvoir les détecter,
méme si le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol est favorable a leur détection. La
détection d’acides aminés sur Mars aux conditions auxquelles nous avons réalisé I'expérience
semble compromise (d’autant plus que le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol utilisé
sur Mars sera inférieur a celui que nous avons utilisé ici), mais ne serait pas impossible,
puisqu’on a pu détecter des traces.

Expérience 5 : Les acides aminés sont bien détectés lorsque Rio Tinto est dopé avec un
volume de 100 pL d’acides aminés ; et avec un ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol
qui avait permis la détection des acides aminés méme lorsque le sol n’avait pas été

chauffé (conditions de I'expérience 2).

Résumé :
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Ainsi, la non-détection des acides aminés (causée par la désactivation chimique du
MTBSTFA lors de son chauffage en présence du sol) peut étre évitée en chauffant le sol au
préalable, ou en augmentant la quantité de réactif par rapport a la quantité de sol. Il semble
gue ce soit principalement I’eau non-structurelle de type eau de porosité / eau adsorbée / eau
de solvatation contenue dans Rio Tinto qui provoque la non-détection des acides aminés (avec
une possible contribution de I'’eau non-structurelle de type eau de cristallisation contenue
dans les sulfates, notamment I’'amarantite).

Nous avons également montré qu’il est possible de réaliser une fonctionnalisation
directement sur le sol en utilisant un ratio quantité de MTBSTFA / quantité de sol adéquat.

Cependant, quantitativement, les différentes solutions proposées (chauffage du sol, et
augmentation du ratio quantité de réactif / quantité de sol) ne sont pas équivalentes en terme
de recouvrement des acides aminés par rapport a la référence, et donc en termes de
rendement de fonctionnalisation (figure 111-77).

En effet, premierement, le fait de ne pas chauffer le sol mais d’augmenter le ratio
guantité de MTBSTFA / quantité de sol (expérience 2) ne permet pas de détecter tous les
acides aminés (I'histidine et la cystine ne sont plus détectées), et le rendement de
fonctionnalisation est réduit pour certains (lysine, tyrosine), par rapport a I’expérience 1. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que malgré I'augmentation du ratio quantité de MTBSTFA /
guantité de sol, le ratio quantité de MTBSTFA / quantité d’eau soit plus important dans
I’expérience 1 que dans I'expérience 2 (puisque nous n’avons pas évaporé I'eau dans cette
derniére).

Deuxiemement, le fait de chauffer le sol a 75°C pendant 15 minutes (expérience 3)
entraine une diminution du rendement pour la lysine et une non-détection de I'histidine et de
la cystine, par rapport a I'expérience n°1. Ceci pourrait étre di au fait que moins d’eau non-
structurelle de type porosité / adsoprtion / solvatation est éliminée que lors du pré-traitement
par chauffage a 150°C pendant 10 minutes. Alternativement, d’autres facteurs pourraient
entrer en jeu, tels que la désactivation du MTBSTFA par I'eau de cristallisation ou I'eau
structurelle des sulfates (une plus grande quantité de ces deux types d’eau étant éliminée lors
du pré-chauffage de I'expérience 1).

Finalement, le fait de fonctionnaliser directement les acides aminés sur un sol dopé
(expérience 5), avec les mémes conditions d’expérience qui ont permis de détecter les acides

aminés sans chauffer le sol (expérience 2), entraine une diminution du rendement de tous les
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acides aminés, et une non-détection de la lysine de I'histidine et de la cystine. Ceci pourrait
étre di a un effet de la matrice sur les acides aminés et leurs produits de fonctionnalisation,
au cours de la réaction de fonctionnalisation (effet destructif par hydrolyse, ou absorption des
acides aminés fonctionnalisés par les sels). Ou bien, cela pourrait étre lié au fait que lors de la
fonctionnalisation directe des acides aminés dans le sol, des especes (par exemple I'eau)
présentes en solution dans le DMF entrent en compétition avec les acides aminés pour la
fonctionnalisation, entrainant ainsi un rendement de fonctionnalisation des acides aminés
réduit. En effet, lorsque la fonctionnalisation a lieu en présence d’eau, la concentration en eau
étant supérieure a la concentration en acides aminés, la réaction entre I’eau et le MTBSTFA se
fait plus rapidement que celle entre les acides aminés et le MTBSTFA, aboutissant a un
rendement de fonctionnalisation des acides aminés plus faible.

Pourquoi la lysine, I'histidine et la cystine sont-ils non-détectés par certains
traitements ? Les acides aminés basiques sont connus pour étre les plus difficiles a
fonctionnaliser, ce seront donc les plus sensibles a une baisse du rendement de la
fonctionnalisation. La cystine est éluée en fin de programmation et sera donc plus difficile a
détecter en cas de réduction du rendement de fonctionnalisation car elle pourra étre
dissimulée par le « bleed » de la colonne, et également a cause de la réduction de hauteur et
I’augmentation de la largeur de son pic chromatographique.

La solution la plus efficace reste donc de pré-traiter le sol par chauffage a 150°C
pendant 10 minutes (figure IlI-77). Cette technique permet, par rapport a la référence,
d’obtenir un recouvrement proche de 100% pour tous les acides aminés, sauf les plus difficiles
a fonctionnaliser. Le rendement plus élevé de cette technique pourrait provenir non
seulement d’une évaporation plus importante de I'eau non structurelle de porosité / adsorbée
/ solvatation, mais également de commencer a déshydrater les sulfates hydratés (élimination
de I'eau de cristallisation n(H,0)), notamment pour I'amarantite, voire de commencer a les
déshydroxyler, notamment pour la jarosite (élimination de I'eau structurelle, autrement dit
les groupements hydroxyle OH).

Cependant, un chauffage préalable du sol a 150°C présente le risque de vaporiser
certaines molécules cibles d’intérét exobiologique, qui ne seraient ainsi pas détectés par notre
méthode d’analyse (par exemple, I'acide acétique, qui posseéde une température d’ébullition

de 117,9°C [Haynes, 2013]). La méthode d’augmentation du ratio quantité de MTBSTFA sur
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quantité de sol pourrait quant a elle causer la non-détection de certaines molécules

organiques, par un effet dilution.

Pour la suite, on pourrait également considérer de nouvelles expériences qui feraient
varier le ratio quantité de MTBSTFA sur quantité de sol, en réalisant un gradient, afin de
pouvoir déterminer a partir de quel ratio on peut commencer a détecter les acides aminés
dans le sol, sans avoir recours a un pré-traitement du sol par chauffage. Pour information, une
analyse préliminaire d’un seul réplicat (Rio Tinto dopé, avec un ratio quantité de MTBSTFA sur
guantité de sol égal a 3,2) ne permet pas de détecter les acides aminés en TIC, cependant nous

avons pu y détecter I'alanine en mode MR (m/z = 158 u).
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Figure llI-77: comparaison des différents recouvrements au cours des expériences réalisées dans

cette partie 3.5 (R/S : ratio quantité de réactif (MTBSTFA) / quantité de sol):

1) Réactif contacté avec Rio Tinto puis utilisé pour 2) Réactif pur utilisé pour fonctionnaliser
fonctionnaliser les acides aminés: directement les acides aminés dans la matrice
[ chauffage préalable du sol , 10 min, 150°C; R/S = 3,2 minérale:
. Chauffage préalable du sol, 15 min, 75°C; R/S = 3,2 . Pas de chauffage préalable; R/S =8
. Pas de chauffage préalable; R/S=8
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3.6) Limites de I'étude

La limite de I'expérience réalisée en partie 1 de ce chapitre Il (chauffage du réactif de
fonctionnalisation en présence d’un échantillon d’analogue martien, puis utilisation de ce
réactif pour fonctionnaliser une quantité connue d’acides aminés) est qu’elle ne permet
potentiellement pas d’éliminer avec certitude la totalité des interactions de type (ii) ( c’est-a-
dire I'interaction entre la matrice minérale et les molécules organiques cibles / molécules
organiques cibles fonctionnalisées), car des agents responsables d’une réduction de
rendement (e.g. agents oxydants, sels) pourraient étre extraits du sol lors de son étape de
chauffage en présence du mélange MTBSTFA / DMF, présents en solution lorsque ce mélange
est prélevé, et par conséquent étre présents lors de la réaction de fonctionnalisation
subséquente des acides aminés grace a ce mélange. En conséquence, on ne peut pas éliminer
avec certitude la totalité des facteurs discutés dans le point (ii). Cependant, méme si cette
hypothése s’avére fondée, nous nous affranchissons toujours avec certitude d’un facteur de

la famille (ii) : la liaison des molécules organiques aux atomes de silice du sol.

3.7) Conclusion

Ces expériences sont intéressantes dans le cadre des futures missions de recherche
d’acides aminés dans les environnements extraterrestres, telles que MOMA, puisque le
régolithe martien, dont les sites d’intérét exobiologique, comporte des sulfates hydratés. En
effet, les sulfates font partie des minéraux présents sur les sites d’intérét pour la recherche
de molécules organiques sur Mars, incluant le cratere gale (site d’atterrissage de MSL). Les
futurs problemes liés a la fonctionnalisation au MTBSTFA pourraient étre évités grace a la
continuation de ces tests au laboratoire. Ce travail pourrait peut-étre avoir une application
dans le cadre de SAM, car nous avons découvert que le pré-traitement par chauffage du sol
n’était pas indispensable (ce type de pré-traitement n’est pas possible sur SAM), mais qu’on
pouvait réduire la masse de sol et réussir a détecter les acides aminés ainsi. Peut-étre que la
masse de sol apportée aux capsules de fonctionnalisation pourrait étre modifiée pour arriver
a un ratio volume de réactif / masse de sol permettant la détection des acides aminés malgré

la désactivation du MTBSTFA par la minéralogie du sol. Ainsi, on pourrait peut-étre trouver un
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« trade-off », un ratio qui permette d’éviter que tout le MTBSTFA réagisse avec de |'eau (si le
sol contient de I'’eau) mais avec assez de sol pour que les acides aminés soient en assez grande
guantité pour étre détectés (puisque I'on a vu que pour une quantité trop faible d’acides

aminés sur sol dopé, ils n’étaient pas détectés).

Finalement, les sols contenant des phyllosilicates et des carbonates (Svalbard), et la
nature du sol d’Atacama (sol analogue reconnu pour sa nature oxydante) ne semblent pas
poser de problémes vis-a-vis de la fonctionnalisation au MTBSTFA. Cela semble étre un bon

signe pour la recherche de molécules organiques sur Mars.
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Le premier chapitre de cette thése a consisté en une étude bibliographique portant
tout d’abord sur la recherche des indices d’une vie passée ou présente en dehors de la Terre.
Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la nature des indices a rechercher, puis aux lieux
dans lesquels rechercher, et enfin les méthodes utilisées pour mener a bien ces recherches.
Nous nous sommes plus particulierement intéressés aux problemes potentiels rencontrés au
cours de la recherche d’acides aminés dans deux matrices différentes: les météorites
tombées sur Terre, et la surface de Mars. Ces problemes, rencontrés lors d’analyses in situ
(SAM, MOMA) ou au laboratoire, peuvent étre de deux ordres : les pertes en acides aminés
causées par le protocole d’hydrolyse acide visant a analyser ces derniers dans les météorites ;
et 'interférence de la minéralogie de la matrice minérale martienne avec la fonctionnalisation

au MTBSTFA.

Le deuxieme chapitre a porté sur I'étude des pertes en acides aminés suite a
I’hydrolyse acide au HCl 6M, et a mis en évidence une forte réduction des quantités d’acides
aminés aprés ce protocole d’hydrolyse (que ce soit une hydrolyse traditionnelle avec
chauffage pendant 24h a 100°C, ou un contact rapide a froid avec une solution de HCl 6M).
Ces pertes pourraient s’expliquer par la dégradation des acides aminés lors de leur contact
avec le HCl 6M, ou bien par la présence, suite a I’hydrolyse, de sels (et plus précisément,
d’anions chlorure) interférant avec la fonctionnalisation des acides aminés en réagissant avec
le MTBSTFA. Si tel est le cas, nous avons donc démontré l'intérét d’une purification par
échange de cations (protocole largement utilisé dans les études portant sur la recherche
d’acides aminés météoritiques) précédemment a une réaction de silylation au MTBSTFA, et
nous avons apporté des informations sur un des mécanismes possibles de la réduction du

rendement de la fonctionnalisation au MTBSTFA.

Le troisieme et dernier chapitre a porté sur I'influence de la minéralogie martienne sur
le rendement de fonctionnalisation des acides aminés au MTBSTFA. Notre travail a porté sur
trois analogues martiens, provenant d’Atacama, Svalbard et Rio Tinto. La premiére étape a été

de réaliser un test permettant de vérifier si le MTBSTFA était désactivé lors de son chauffage
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en présence des différentes matrices minérales. Nous avons pour cela chauffé le MTBSTFA en
présence du sol, avant d’en récupérer une partie pour fonctionnaliser une quantité connue
d’acides aminés, et comparer les quantités d’acides aminés mesurées lors de cette expérience
avec celles obtenues par fonctionnalisation de la méme quantité d’acides aminés avec du
MTBSTFA pur. Sur les trois analogues, seul I’échantillon de Rio Tinto, constitué de sulfates
hydratés, a totalement empéché la détection des acides aminés.

Apres caractérisation des sols par analyse thermique, afin d’identifier les étapes de
pertes de masse et les espéces libérées correspondantes, il s’est avéré que la non-détection
des acides aminés suite au chauffage du MTBSTFA en présence de I'échantillon de Rio Tinto
pouvait étre causée par la présence d’eau non-structurelle (comprenant I'eau de porosité,
I’eau d’adsorption et I'’eau de solvatation ; ainsi que I’eau de cristallisation des sulfates pour
cet échantillon) en quantité importante dans cet échantillon.

Nous avons donc décidé de chauffer le sol a 150°C pendant 10 minutes en amont de
son contact avec le MTBSTFA, afin d’en éliminer I’eau non-structurelle, et avons pu ainsi
identifier ce type d’eau comme étant |'espéce responsable de la non-détection des acides
aminés au sein de cet échantillon, par réaction avec le MTBSTFA. Un pré-chauffage a 75°C
pendant 15 minutes a également permis la détection des acides aminés, montrant que I'eau
non-structurelle de type porosité / adsorption / solvatation (pouvant étre qualifiée d’eau libre,
par opposition a I'eau non-structurelle de type eau de cristallisation) est la principale
responsable de la désactivation du MTBSTFA (avec cependant une possible contribution de
I'eau de cristallisation de I'amarantite, un des sulfates de I’échantillon de Rio Tinto,
commencant a perdre son eau de cristallisation a 78°C). Nous avons ensuite augmenté le ratio
guantité de réactif sur quantité de sol, sans I'’étape de chauffage préalable du sol, et de cette
maniére, nous avons réussi a détecter des acides aminés malgré l'interférence causée par
I’eau non-structurelle présente dans le sol.

Nous avons également réalisé un deuxieme type de test, en ajoutant cette fois les
acides aminés a I’échantillon de sol (dopage) avant d’y ajouter le MTBSTFA et de chauffer pour
réaliser la fonctionnalisation des acides aminés cette fois-ci directement dans la matrice
minérale. Nous avons ainsi pu constater que le rendement de fonctionnalisation a été
fortement affecté par I’eau non-structurelle contenue dans I’échantillon de Rio Tinto, lors d’un
test sur sol dopé consistant a simuler la fonctionnalisation par l'instrument SAM d’une

guantité optimiste d’acides aminés contenue dans le sol martien, mais que la détection de
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traces d’acides aminés était possible dans ces conditions. Finalement, toujours lors d’un test
sur sol dopé, en utilisant le ratio quantité de réactif sur quantité de sol de I'expérience qui
avait permis la détection des acides aminés sans chauffage préalable du sol, nous avons réussi
a détecter les acides aminés, avec cependant des rendements de fonctionnalisation inférieurs
a ceux obtenus lorsque le MTBSTFA était chauffé en présence du sol avant d’étre récupéré
pour fonctionnaliser les acides aminés. Ce résultat pourrait s’expliquer par une interaction
entre la matrice minérale et les acides aminés et/ou les acides aminés fonctionnalisés, facteur
venant s’ajouter a la désactivation du MTBSTFA par I’eau, mise en évidence plus avant ; ou
bien par le fait que le rendement de fonctionnalisation des acides aminés est réduit lorsque la
fonctionnalisation des acides aminés a lieu directement en présence de la matrice minérale,
c’'est-a-dire en présence d’eau (la réaction entre I'eau et le MTBSTFA se faisant plus
rapidement que celle entre les acides aminés et le MTBSTFA, a cause de la concentration en
eau supérieure a la concentration en acides aminés).

Ces résultats sont intéressants vis-a-vis de la recherche d’acides aminés a la surface de
Mars (ou de I'eau non-structurelle a été détectée, notamment au sein de sulfates hydratés)
par les missions MSL et ExoMars, et pourraient permettre de prévenir la non-détection des
acides aminés grace au développement de techniques incluant un pré-traitement par
chauffage de I'échantillon avant fonctionnalisation, et/ou I'utilisation des ratio quantité de

réactif sur quantité de sol adéquats.

Finalement, il semble que la constatation générale de cette these soit la sensibilité du
rendement de la silylation au MTBSTFA (la silylation étant une réaction dont le mécanisme est
considéré comme analogue a une substitution nucléophile de type 2) a tout autre nucléophile
gue les nucléophiles cibles, que ce soit par exposition a une matrice minérale contenant de

I’eau, ou une solution de HCI, contenant des anions chlorures.
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Figure 1 : Carte de Mars. 1 : Cratere Gusev (Site d’atterrissage de Spirit. Au sein du cratére se trouvent les Columbia Hills). 2 : Hellas Planitia. 3 :
Terra Meridiani (au sein de laquelle se trouve Meridiani Planum, site d’atterrissage d’Opportunity. Le cratere Endeavour est localisé au sein de
Meridiani Planum, et en son sein se trouve le site Matijevic Hill). 4 : Nili Fossae. 5 : Mawrth Vallis. 6 : Syrtis Major. 7 : Valles Marineris. 8 :
Cratere Gale (site d’atterrissage de Curiosity. Au sein du cratéere se trouve Yellowknife Bay). 9 : Noachis Terra. 10 : Hesperia Planum. 11 :

Amazonis Planitia. 12 : Margaritifer Sinus. 13 : Kasei Vallis. 14 : Olympia Planitia.
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Résumé :

Trois grandes voies d’étude permettent de rechercher la présence de traces de vie dans I'Univers :
I'analyse a distance, I'analyse en laboratoire de prélevements de matériel extraterrestre tombé ou ramené
sur Terre, et 'analyse in situ. Associée a de la fonctionnalisation chimique, la Chromatographie en Phase
Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CPG-SM) est la méthode de prédilection utilisée comme
moyen de séparation et d’identification de composés organiques d’intérét exobiologique, a la fois sur Terre
et au-dela. Ce travail s’intéresse d’une part a I'impact de la préparation d’échantillon sur les rendements
de récupération, apres fonctionnalisation, des acides aminés, cibles privilégiées de la recherche de traces
de vie extraterrestre. Nous avons en particulier étudié I'influence de I’'hydrolyse acide, notamment utilisée
lors de I'analyse des acides aminés météoritiques. Puis nous nous sommes intéressés a I'impact de la
minéralogie sur le rendement de la fonctionnalisation des acides aminés au MTBSTFA.

Nos résultats ont permis de mettre en évidence une réduction des quantités d’acides aminés apres
hydrolyse au HCI 6M et fonctionnalisation au MTBSTFA. Cette diminution de rendement a été attribuée a
une dégradation des acides aminés lors I'étape d’hydrolyse, ou plus probablement a la génération de sels
de chlorure interagissant avec le MTBSTFA. Nous avons également mis en évidence I'impact négatif sur la
fonctionnalisation d’'une matrice constituée de sulfates hydratés (échantillon du sol de Rio Tinto). Aprés
analyse thermique de I’échantillon et identification des étapes de pertes de masse et des espéces libérées
correspondantes, nous avons décidé de chauffer le sol pour en éliminer I'eau libre. Nous avons mis en
évidence que ce type d’eau était I'espéce principalement responsable de la non-détection des acides
aminés au sein de nos échantillons. Nous avons également pu procéder a la détection des acides aminés
sans étape de chauffage, en augmentant la quantité de MTBSTFA par rapport a la quantité de sol. Ces
résultats sont d’'importance pour les futures analyses a la surface de Mars (SAM, MOMA), et pourront
permettre de mettre en place des protocoles adaptés.

Mots-clefs : Mars, météorites, acides aminés, fonctionnalisation, MTBSTFA, minéralogie, hydrolyse acide,
chromatographie en phase gazeuse, spectrométrie de masse.

Abstract :

Three main ways of study allow us to search for traces of life in the Universe: remote analysis,
laboratory analysis of extraterrestrial material fallen or brought back to Earth, and in situ analysis. In
association with chemical derivatization, Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) is
the method of predilection used for the separation and identification of organic compounds of
astrobiological interest, whether on Earth or beyond. This work firstly deals with the impact of sample
preparation on the yield of recovery, after derivatization, of amino acids, privileged targets for the search
for traces of extraterrestrial life. We have especially studied the influence of acid hydrolysis, notably used
during the analysis of meteoritic amino acids. We have then dealt with the impact of mineralogy on the
yield of amino acid derivatization with MTBSTFA.

Our results have allowed us to highlight a reduction of the amino acid quantities after 6M HCI
hydrolysis and MTBSTFA derivatization. This yield reduction was attributed to a degradation of the amino
acids during the hydrolysis step, or more likely to the generation of chloride salts interacting with MTBSTFA.
We also have shown the negative impact on derivatization of a matrix composed of hydrated sulfates (Rio
Tinto soil sample). After thermal analysis of the sample and identification of the mass loss steps and
corresponding evolved species, we have decided to heat the soil in order to eliminate its free water. We
have shown that this type of water was the main responsible for the non-detection of the amino acids
amongst our samples. We also were able to detect amino acids without a heating step, by increasing the
quantity of MTBSTFA relatively to the soil quantity. These results are of importance for future analyses on
the surface of Mars (SAM, MOMA), and will enable the development of adapted protocols.

Key-words : Mars, meteorites, amino acids, derivatization, MTBSTFA, mineralogy, acid hydrolysis, gas
chromatography, mass spectrometry.



