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Introduction

Introduction

Le vin est une boisson alcoolisée obtenue par la fermentation des raisins a travers un
ensemble d’opérations appelé la vinification. Une étape clé du processus de vinification est le
sulfitage. Ce procédé consiste a ajouter du dioxyde de soufre (SO,) dans les mofits ou le vin.
L’utilisation de ce composé chimique en cenologie est connue depuis plusieurs siecles. Le SO,
est utilisé car il posséde des propriétés antioxydantes, antioxydasiques et antiseptiques. Il
protége donc les vins de 1’oxydation chimique et enzymatique et permet un développement
microbien (levures et microbes) controlé. Aucun produit possédant les mémes qualités que le
SO, n’a été trouvé a ce jour.

L’¢tude de la chimie du dioxyde de soufre permet de comprendre les équilibres qui
s’établissent. Lors de I’introduction du SO, dans les vins, il réagit instantanément avec de
I’eau. Un acide faible, 1’acide sulfureux (H,SOs3) est formé. Ce composé, instable en milieux
aqueux, se décompose en ion bisulfite HSO;™ et en ion sulfite SO;*. Au pH des vins, I’ion
HSOs5" est largement prédominant. Cet ion constitue ce que 1’on appelle couramment le SO,
libre. L’ion bisulfite, nucléophile, réagit préférentiellement avec divers composés
naturellement présents dans les vins en formant une liaison bisulfitique : le SO, est sous
forme combiné. Seul le SO, libre présente une activité d’intérét cenologique. Il est donc
indispensable de conserver une dizaine de mg/L de SO, sous forme libre pour protéger les
vins et assurer leur conservation. Pour avoir une dose suffisante de SO, libre dans les vins,
I’ajout de plusieurs centaines de mg/L de SO, est nécessaire.

Les propriétés toxicologiques du SO, sont également connues. Les autorités et instances
internationales ont imposé des réglementations autour des teneurs maximales en SO,
autorisées. Ces réglementations risquent de devenir plus drastiques dans les années a venir. Il
est donc indispensable de controler la quantité de SO, dans les vins. Plusieurs études ont été
réalisées afin de trouver une méthode permettant de réduire la concentration en SO, dans les
vins. La forme combinée n’ayant aucune activité d’intérét cenologique, les travaux ont porté
sur la réduction du taux de SO, combiné. Il a été tout d’abord nécessaire d’identifier les
composés responsables de la combinaison du SO, : il s’agit essentiellement des dérivés
carbonylés produits lors des processus fermentaires. L’élimination des dérivés carbonylés du
milieu devrait permettre de réduire la teneur en SO, combiné tout en conservant une teneur

suffisante en SO, libre.



Introduction

L’extraction sur phase solide est une méthode simple a mettre en ceuvre permettant de purifier
une solution. Ce procédé consiste a fixer une fonction extractive sur un support solide. Cette
fonction extractive réagira de fagcon spécifique avec le composé cible que 1’on souhaite
extraire du milieu. Cette méthode a été retenue pour extraire les dérivés carbonylés des vins.
Il est important d’identifier une fonction extractive pouvant réagir spécifiquement avec ces
dérivés carbonylés. Cette fonction, une fois identifiée, sera fixée sur un support solide
insoluble. Le support obtenu sera introduit dans le vin et les composés cibles se fixeront sur le
support. Ce dernier sera récupéré par simple filtration et la solution sera appauvrie en dérivés
carbonylés. Il faudra vérifier que le procédé¢ d’extraction n’est pas une source de
contamination du milieu. Le vin doit pouvoir étre consommé sans risques apres 1’extraction

des dérivés carbonylés.
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I. Généralités sur le dioxyde de soufre en eenologie

L’utilisation du dioxyde de soufre (autrefois appelé anhydride sulfureux) de formule chimique
SO, est a I’heure actuelle incontournable en cenologie. Son utilisation pour la production des

éme

vins remonte vraisemblablement a la fin du XVIII™™ siecle et, en dépit de ses inconvénients,
aucune molécule de substitution n’a été proposée jusqu’a présent.

Il a de nombreuses propriétés d’intérét cenologique qui font de lui un allié¢ indispensable au
vinificateur [1] [2]. A dose suffisante, il protége les vins contre le développement de micro-
organismes et permet ainsi d’éviter des problemes de refermentation [3]. Il représente un

intrant essentiel dans le vin, puisqu’aucun additif cenologique ne peut se substituer

complétement a son usage.

I. 1. Propriétés cenologiques du dioxyde de soufre

Le dioxyde de soufre est I’additif le plus utilisé¢ dans I’¢laboration des vins selon un procédé
appelé le « sulfitage ». Celui-ci consiste a apporter aux molts ou aux vins une certaine
quantit¢ de dioxyde de soufre afin de permettre une bonne vinification et favoriser une
meilleure conservation du produit. Le dioxyde de soufre est un antiseptique polyvalent mais
¢galement un composé réducteur dans le vin. Il protége les molts et les vins de toute
altération microbienne et empéche la refermentation bactérienne des vins [4]. Les principales
propriétés du dioxyde de soufre sont attribuées a sa forme libre, I’état combiné n’étant que

faiblement actif [5].

L. 1. 1. Activité antiseptique

L’utilisation du SO, pour ses propriétés antiseptiques (fongicide et bactéricide) remonte a la
fin de XIX™ siécle. En effet, dés 1866, Pasteur avait préconisé le méchage des barriques
(introduction d’une meche de soufre allumée) pour préserver les altérations microbiennes [6].

D’une maniere générale, le SO, va inhiber le développement des micro-organismes que sont
les levures et les bactéries lactiques et acétiques, ce qui évite la formation de troubles de
levures, la refermentation et différentes altérations bactériennes [3]. Il permet, selon les cas,
une sélection des especes, un ralentissement ou une suppression de leur activité voire une

destruction compléte. I permet ainsi des développements microbiens maitrisés. Son activité
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est plus grande sur les bactéries du vin que sur les levures [7].

L’activité antibactérienne comme [D’activit¢ antilevurienne est assurée par la forme
moléculaire du dioxyde de soufre [8] dont I’activité est 100 a 500 fois plus élevée que celle
des ions bisulfites [9].

Un sulfitage modéré de la vendange a pour effet, tout d’abord de bloquer les deux
fermentations possibles (alcoolique par les levures et malolactique par les bactéries), puis de
permettre uniquement une fermentation alcoolique « pure », apres avoir effectué une sélection
entre les levures et les bactéries.

Le SO, retarde, mais sans ’empécher, la multiplication des levures. Les bactéries apportées
par les raisins sont, au moins paralysées sinon tuées pour éviter les fermentations bactériennes
avant que tout le sucre n’ait été consommeé pendant la fermentation alcoolique.

Les doses de SO, permettant de tuer les cellules sont variables en fonction des espéces.

Le milieu peut étre purifié ou totalement stérilisé¢ en apportant une forte dose de dioxyde de
soufre.

C’est I’expression de cette activité qui est recherchée lors de 1’¢laboration des vins possédant
des sucres résiduels fermentescibles comme les vins moelleux et doux résultant d’un arrét de
la fermentation. Cet arrét de fermentation alcoolique qui s’effectue habituellement par un
ajout de dioxyde de soufre est appelé le « mutage ». Une quantité minimale de dioxyde de
soufre est nécessaire pour arréter la fermentation en cours, mais aussi pour empécher sa
reprise par prolifération de levures résiduelles qui auraient résisté a I’ajout de dioxyde de

soufre lors du mutage.

L. 1. 2. Activité antioxydasique

Tous les raisins présentent une activité oxydasique entralnant une consommation d’oxygene
par voie enzymatique, avec oxydation de certains composés des mofits et vins. Cette activité a
été attribuée a plusieurs enzymes fongiques et particuliérement a la tyrosinase et a la laccase
[10].

Le SO, inhibe instantanément le fonctionnement de ces enzymes et peut assurer ensuite leur
destruction. Par ce mécanisme, le SO, protége les motts de 1’oxydation, avant leur départ en
fermentation. Il évite également la « casse oxydasique » dans les vins blancs et les vins rouges
issus de vendanges pourries. Elle est provoquée, dans la plupart des cas, par une oxydation

intense des polyphénols, en particulier les matiéres colorantes des mofts et des vins, 1’action
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de I’oxygene étant catalysée par une oxydase.

L. 1. 3. Activité antioxydante

Le rdle protecteur du SO, vis-a-vis de I’oxydation est classiquement cité, observé et quantifié.

Le SO, combine I’oxygene dissous selon la réaction [7] :

SOQ + 1/202 = SO3

La réaction, lente, met les vins a 1'abri de l'oxydation de nature strictement chimique. Le
dioxyde de soufre préserve les vins d'une oxydation trop intense des composés phénoliques et
de certains ¢léments de I’ardme ; il prévient la madérisation, combinant des molécules telles
que I'éthanal, responsable du caractere "d’évent" lorsqu'il est libre ; il contribue a fixer un
niveau d'oxydoréduction suffisamment bas, favorable au développement des qualités

sensorielles au cours de la conservation et du vieillissement des vins.

L. 1. 4. Effets organoleptiques

L’effet décolorant du SO, est directement observable sur les mofits et vins blancs et rouges
[11] [12]. Cet effet résulte de la réduction chimique des composés bruns issus des oxydations
et/ou d’un changement de structure des anthocyanes et des tanins. Le SO, joue ainsi un role
de « protecteur de la couleur » a long terme.

Selon la quantité employée, I'utilisation de dioxyde de soufre peut avoir un impact important
lors de la dégustation du vin. En quantité « normale », le sulfitage apporte souvent une
amélioration sensible au goit des vins [11]. Il conserve toutefois les aromes du vin. Par
exemple, il a une action protectrice sur certains aromes de types thiols. Il neutralise les odeurs
souvent désagréables de diverses substances en se combinant a celles-ci. En effet, en
combinant I’éthanal et d’autres produits similaires, le SO, protége I’ardme des vins et fait
disparaitre le caractére « éventé », ’odeur de pommes trop mires [13] qui est désagréable et
rédhibitoire pour la quasi-totalité des vins [7].

De plus, en créant un milieu réducteur convenable en bouteille, le dioxyde de soufre favorise
le développement du bouquet des vins.

A P'inverse, mal utilisé, le dioxyde de soufre déprécie les qualités gustatives des vins. Il en
neutralise 1’arome, il leur confére dureté, odeurs et golts de réduction. Son odeur suffocante

I’emporte sur les ardmes. Les vins présentent alors une odeur désagréable et irritante.
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I. 2. La chimie du dioxyde de soufre

L. 2. 1. Propriétés physico-chimiques

Le SO, est un gaz incolore, dense et toxique dont 1’inhalation est fortement irritante. Il est
libéré dans 1’atmosphére terrestre par les volcans ainsi que par de nombreux procédés
industriels. Il est également obtenu par la combustion de certains charbons, pétroles et gaz
naturels non désulfurés.
Il présente les caractéristiques suivantes :

-masse moléculaire : 64,06 g/mol

-température de fusion : -75 °C

-température d’ébullition : -10 °C

-masse volumique sous forme gazeuse : 2,9 g/L ; sous forme liquide : 1400 g/L

Le Tableau 1 ci-dessous indique la tension de vapeur du SO; a différentes températures.

Température
-40 -10 0 10 20 30
°C)
Tension de
0,225 1,063 1,628 2,398 3,425 4,764
vapeurs (bars)

Tableau 1: Tension de vapeur du dioxyde de soufre en fonction de la température

Le SO; est soluble dans I’eau. Sa solubilité est donnée par la formule suivante :
S (g/8ean) = 0,2322 %221 (o0 T est la température en degré Celsius). Elle diminue donc avec

la température [14] (Figure 1).
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Figure 1: Solubilité du dioxyde de soufre dans l'eau en fonction de la température

L. 2. 2. Chimie du SO, en phase aqueuse : notion de SO, libre

En solution aqueuse, la forme moléculaire du dioxyde de soufre SO, ne peut exister telle
quelle car elle réagit quasi instantanément avec I’eau pour donner 1’acide sulfureux H,SOs3,

qui est un acide faible, selon 1’équilibre suivant :

802 + H20 _— HZSO3

L’acide sulfureux peut se dissocier et est ionisé en ion hydrogénosulfite HSO;3 et en ion

sulfite SO5> selon les équations suivantes (Figure 2) :

K, K,
HzSO3 aq —_— H+aq + HSO3'aq —_— H+aq + SO3z_aq

Figure 2: Equilibre réactionnel du dioxyde de soufre en solution aqueuse
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Ces deux équilibres acido-basiques sont régis par les équations suivantes :

[HSO03 Jaq[H" 1aq
! [H2503]aq

[SO3"]ag[H*aq

K, =
2 [HSO5 14,

Ou K| et K, sont les constantes de dissociation de 1’acide sulfureux.
A 20 °C, dans I’eau pKi= 1,81 et pK2=6,91.

Les constantes des équilibres acido-basiques permettent d’écrire :

[HSOP,_]aq

pKl N pH B log [H2503]aq

[S0F 1aq

[HSO;]aq

pK, = pH — log

L’équilibre chimique entre les différentes formes du SO, est fortement dépendant du pH. En
utilisant les deux formules de pK ci-dessus ainsi que leurs valeurs respectives, il a été possible
de calculer le pourcentage de répartition de chaque forme du SO, en fonction du pH [15] [16]

(Figure 3).
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Figure 3: Pourcentage des différentes formes du dioxyde de soufre en solution aqueuse en

fonction du pH

On observe que le SO, moléculaire (H,SO;sous forme moléculaire) est la forme largement
prédominante lorsque le pH est inférieur a 2 [17]. Entre pH = 2 et pH = 7 c’est la forme
bisulfitique qui est la plus présente. Au dela de pH = 7 c’est 1’ion sulfite qui est présent en
grande majorité.

Aux pH des vins (variant entre pH =3 et pH = 4), le SO, est essentiellement sous la forme
d’ions bisulfites. Les ions sulfites sont absents et le pourcentage de SO, moléculaire varie
entre 6 et 0,6 %.

La valeur du pK est influencée par différents paramétres qui sont la température, le taux
d’alcool et la force ionique (somme des activités des ions du milieu, exprimée en moles/L).
Ces facteurs influencent donc la proportion de dioxyde de soufre a I'état de SO, actif [18].

La plupart des effets du SO, sont habituellement attribués au SO, libre mais il a été observé
que I’essentiel de cette activité est liée au taux de SO, moléculaire encore appelé SO, actif
[16].

Aux pH des vins, la forme anionique HSO5" est la seule pouvant exister en équilibre avec une

faible proportion de SO2 moléculaire dissous. L’ion hydrogénosulfite et le SO, actif

10
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représentent le dioxyde de soufre libre.

L. 2. 3. Etat du dioxyde de soufre dans les vins

Le dioxyde de soufre peut étre ajouté a différentes étapes de la vinification :

- A la vendange : il est introduit sous la forme de métabisulfite (S,0s") afin de limiter
I’action des levures sauvages et prévenir I’oxydation.

- Pendant le foulage : le dioxyde de soufre est ajouté pour éviter un début de
fermentation avec les levures sauvages. Les levures cultivées sont sélectionnées pour mieux
résister au soufre.

- Lors de la fermentation : il est ajouté a n’importe quel moment mais le plus souvent a
la fin de la fermentation pour stopper ou empécher une fermentation malolactique.

- Au moment de la mise en bouteille : afin de prévenir I’oxydation (ou toute autre
action microbienne) dans la bouteille de vin. Dans les vins sucrés, il y a un risque de voir la

fermentation reprendre.

Le SOz est introduit dans le vin sous plusieurs formes :

- par combustion du soufre (S) dans le récipient qui va contenir le vin. Ce procédé
appelé le « méchage » est le plus ancien ayant prouvé son efficacité depuis des siecles. Il est
adapté au sulfitage des barriques car il permet d’aseptiser en profondeur. C’est une technique
simple et économique mais elle est peu précise, corrosive pour les matériaux et de mise en
ceuvre désagréable.

- sous forme gazeuse avec un siphon doseur a partir de gaz pur liquéfié sous pression.
Le SO; liquide géneére le SO, gazeux par détente. Son injection directe dans les vins produit
un effet de choc par formation de SO, actif résultant de la dissolution dans le mott ou le vin
et agissant avant de se combiner. C’est un produit pur et économique utilis¢ pour les gros
volumes.

- a partir de solutions sulfureuses obtenues avec ce méme gaz qui est dissous dans des
solutions aqueuses. La concentration est comprise entre 5% et 10% (soit 50 a 100 g de SO,
par litre) et au dessus de 5% la stabilité¢ de la teneur en SO, est réduite. C’est également un
produit pur mais avec une odeur désagréable pouvant étre dangereux s’il est utilisé en locaux
mal ventilés car il provoque des suffocations et des irritations des voies respiratoires.

- a partir de métabisulfite (ou pyrosulfite) alcalin (K,S;0s) en poudre ou en solutions

concentrées généralement a 8 %, voire 16 %. Il libére le SO, dans les mofts et vins. C’est un

11
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produit hygroscopique peu stable et d’usage limité dans le temps.

Aux pH des motts et des vins, la fraction majeure du SO, est sous la forme nucléophile
HSOj5". 1l peut donc se combiner a diverses molécules présentant un site électrophile telles que
les nombreux dérivés carbonylés naturellement présents dans les vins pour donner une
combinaison bisulfitique selon une réaction réversible [19][20] [21] [22].

L’équation générale de la réaction de combinaison est la suivante (Figure 4) :

R R
\ |
c=—0 + HSO3' -~ R'_T—OH
R' 803_

Figure 4: Formation de la liaison bisulfitique

R' peut étre un atome d'hydrogene (aldéhyde) ou un groupement carboné (cétone). On a donc
une combinaison des dérivés carbonylés avec la forme la plus réactive du dioxyde de soufre
pour donner un hydroxysulfonate [23].

Par rapport au SO2 libre, le SO2 combiné possede des propriétés antiseptiques ou
antioxydantes beaucoup moins importantes, voire nulles [24].

La position de 1'équilibre est régie par la loi d’action de masse définie par la constante de

dissociation K4 dont la formule est :

_ [RR'C = 0][HSO03]
Ka= [RR'C(OH)SO; ]

S’agissant d’une constante de dissociation, une valeur de Ky faible correspond a une forte
combinaison et une valeur de Ky élevée a une faible combinaison.

Ainsi, pour des valeurs faibles de Kd, inférieures a 0,01 mmol/L, la combinaison est
pratiquement totale pour des teneurs tres faibles en SO2 libre, inférieures a 5-10 mg/1.

Pour des valeurs élevées, comprises entre 1 et 10 mmol/L, la combinaison varie fortement
avec la teneur en SO2 libre et la combinaison n’est jamais totale. Elle croit si le SO2 libre

augmente, mais elle décroit s’il diminue, en libérant du SO2 libre.

12
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On peut dire que les substances a Ky faible conduisent a du SO2 combiné « bloqué » tandis
que les substances a Kq plus élevé produisent du SO2 combiné « libérable ».

Ainsi, lorsqu’on ajoute du dioxyde de soufre dans les vins, il s’établit un équilibre entre les
différentes formes du SO, et une partie se combine aux dérivés carbonylés naturellement

présents dans les vins. La somme du SO; libre et du SO, combiné constitue le SO total.

SO e + SO combing = SO, oal

I est indispensable de pouvoir déterminer la quantité de SO, présente dans les vins afin de
s’assurer qu’il y a suffisamment de SO, libre permettant au vin d’étre stable pendant plusieurs
mois (voire années). Pour cela, plusieurs méthodes de dosage ont été¢ développées et

permettent de connaitre les concentrations en SO; libre et en SO, total dans les vins.

I. 3. Méthodes de dosage du dioxyde de soufre

Plusieurs techniques permettant de déterminer la concentration en SO, libre et total contenu

dans les vins ont ét¢ développées. Quelques unes seront présentées ici.

L. 3. 1. Méthode officielle de Franz-Paul [25]

C’est la méthode de référence selon 1’Organisation internationale de la vigne et du vin (OIV)
et I’Union Européenne (UE) [26]. Elle est basée sur la distillation et le déplacement du SO,
par un courant gazeux d’azote ou d’air a froid (pour doser le SO, libre) ou a chaud (pour
doser le SO, total, la chaleur permettant la décombinaison), suivie d’une oxydation en sulfates
et d’un dosage acidimétrique en présence d’un indicateur coloré. Le dioxyde de soufre est
entrainé par un courant d’air aprés avoir été libéré en milieu fortement acide. Il est ensuite
fixé et oxydé par barbotage dans une solution diluée et neutre de peroxyde d’hydrogéne
(H20,). L’acide sulfurique formé est dosé par une solution titrée d’hydroxyde de sodium
(NaOH) en présence d’un indicateur coloré. Le SO, total est extrait du vin par un
entrainement a chaud (environ 100°C) [27]. Le principe est donné par les équations

suivantes :

H)0 + SO, ~— HSO;y + H*

13
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A pH fortement acide, I’équilibre est déplacé vers la gauche et fait passer la totalit¢ du SO,

sous forme gazeux.

SOz + H202 H HQSOAI.

H,SO, + 2NaOH —— 3= NaSO, + 2H)0

Cette méthode de dosage est fiable avec une bonne répétabilité [27].

I. 3. 2. Méthode de Ripper

C’est la méthode la plus ancienne qui permet de doser le SO, par une solution titrée d’iode
[5]. Le principe du dosage repose sur 1’oxydation du dioxyde de soufre par 1’iode en milieu

acide.

SOZ + 2 Hzo + Iz H H2804 + 2 HI

Ce dosage n’est pas spécifique du SO, car il réagit avec de nombreux composés du vin tels
que I’acide ascorbique ou les polyphénols. Une autre difficulté réside dans la détection de la
fin du titrage qui se fait par changement de couleur de I’empois d’amidon ou du thiodéne.

Cette méthode de dosage reste cependant tres utilisée car elle est simple a mettre en ceuvre,

rapide, économique et possede une bonne répétabilité [27].

I. 3. 3. Méthode en flux continu

Le dosage en flux continu est maintenant largement développé et est basé sur I’injection d’un
¢chantillon dans un courant d’une solution contenant un réactif [28]. Différentes méthodes de
dosage en flux continu basées sur une détection colorimétrique ou potentiométrique ont été
développées pour doser le SO, dans les vins [29]. Dans le cas de la détection par colorimétrie,
le réactif le plus utilisé est le chlorure de [4-[Bis(4-aminophényl)méthylidéne]-1-cyclohexa-

2,5-diénylidéne]azanium (pararosaniline) (Figure 5).
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NHy* CI-

HoN NH;

Figure 5: Structure de la pararosaniline

La pararosaniline en solution est de couleur pourpre. Le dioxyde de soufre a la propriété de
pouvoir décolorer la solution de pararosaniline : on obtient le réactif de Schiff [30]. Ce
complexe de pararosaniline avec le dioxyde de soufre est habituellement utilis¢ pour détecter
la présence des aldéhydes. En effet, le réactif de Schiff réagit avec les aldéhydes qui
redonnent une couleur pourpre a la solution [31] [32]. L’absorbance de la solution est
mesurée a 550 nm. Grace a ce procédé de coloration/décoloration et en mesurant I’absorbance

des différents complexes, il est possible de déterminer la concentration en SO,.

Principe du dosage : I’échantillon est injecté dans 1’appareil et divisé en deux flux. Une partie
pour doser le SO, libre et ’autre pour doser le SO, total. Le SO, est acidifié¢ par de 1’acide
sulfurique pour le rendre gazeux (pour le SO, total une réaction préalable avec de la soude est
réalisée pour libérer le SO, combiné). Ce flux gazeux est mélangé avec du formaldéhyde et
cet intermédiaire réagit avec la p-rosaniline pour former un complexe coloré¢ détecté a la
longueur d’onde de 550 nm.

Cette méthode présente le grand avantage de pouvoir étre automatisée ce qui permet un gain
de temps considérable avec la possibilité de doser une centaine d’échantillons par heure. De
plus, elle présente une bonne répétabilité.

La liste des méthodes existant est non exhaustive. Le dosage des concentrations en SO, libre
et total est indispensable car le dioxyde de soufre est un composé toxique dont la quantité

autorisée dans les vins est réglementée.
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I.4. Toxicité du dioxyde de soufre et législation

La toxicité du SO, est étudiée depuis le début du XX siécle et il s’avére qu’il a des effets
nocifs pour la santé humaine. De nombreux auteurs se sont intéressés a I’action du SO, sur
les organismes animaux et humains. Il a été prouvé que le SO, a des effets de suffocation,
d’irritation et de troubles digestifs [33].

Ainsi, le SO, de provenance cenologique présente des risques pour la santé par inhalation et
par ingestion. Pour ces raisons, des réglementations visant a limiter la quantité de dioxyde de

soufre utilisée dans les vins ont été mises en place.

I. 4. 1. Toxicité par inhalation

Chez I’homme, la principale voie d’exposition du SO, est I’inhalation. En effet, I’activité
humaine libére chaque année de grandes quantités de SO, conduisant a des taux
atmosphériques variables (de 0,03 a des centaines de ppm) pouvant provoquer des
éternuements, des irritations et des rougissements chez les sujets.

Selon les concentrations de dioxyde de soufre retrouvées dans I’air et dans I’atmosphere on

distingue différents seuils [7] (Tableau 2).

Concentration en SO, (ppm) Seuil
0,1as Perception
2 Irritation
3-4 « Piquant »

Tableau 2: Seuils de concentration de SO, dans l'air

Le SO; est un gaz soluble dans I’eau qui est rapidement absorbé par les muqueuses des voies
respiratoires ce qui explique que la plupart des effets liés au SO, soient respiratoires [34]. Une
inhalation de concentrations élevées de SO, peut avoir des effets graves sur la santé. Une
exposition a des concentrations inférieures ou égales a 50 ppm provoque une irritation des
muqueuses telle que rhinite, laryngite, bronchite et conjonctivite. Une exposition a une
concentration en SO, comprise entre 50 et 100 ppm provoque une irritation des voies

pulmonaires, une suffocation et une cyanose. Une inhalation directe de dioxyde de soufre pur
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entraine des Iésions irréversibles des voies respiratoires, par destruction quasi-totale des
poumons par brilure pouvant conduire a la mort [35].
Les personnes souffrant d’affection respiratoire comme 1’asthme présentent une plus grande

sensibilité a I’exposition au dioxyde de soufre, méme si elle est modérée [36].

I. 4. 2. Toxicité par ingestion

Le SO, est utilis¢ comme additif dans de nombreux aliments pour prévenir leur oxydation ou
une altération microbienne. Le vin constitue la principale source alimentaire contenant du SO,
en Occident [7]. Les effets que peuvent produire une ingestion de SO, dépendent de la dose

ingérée et sont résumés dans le Tableau 3 [37] [38] :

Effets chez ’homme.
Quantité de SO, ingérée (mg) Symptdmes observés chez la plupart des

patients

Maux de téte, douleurs corporelles, nausées,

Doses uniques vomissements, diarrhées (sujets présentant
5al0 vraisemblablement une hypersensibilité au
SO2)
Vomissements importants, troubles de la
245 2 600 D
digestion
. Etourdissements, vomissements, diarrhées,
1200 (sur 2 jours)
cyanose
Insuffisance cardiaque, ralentissement de la
Supérieure a 1200 respiration, dilatation de la pupille et perte de

reflexes

Maux de téte, étourdissements, perte de poids
Doses répétées

corporel, diminution des érythrocytes, des
200 a 1000 P Y Y

leucocytes, de ’hémoglobine

Tableau 3: Effets de l'ingestion de doses uniques et/ou répétées de SO, chez I'homme
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Certaines personnes présentent une plus grande sensibilité au SO, que d’autres ce qui fait que
les effets causés sont différents d’un individu a I’autre. Il n’est donc pas possible de définir
une toxicologie exacte du dioxyde de soufre.

Des études ont été menées sur l'animal et ont montré que, suivant l'espece considérée et pour
une prise unique de sulfite de sodium, la DLsy (dose causant la mort de 50 % d’une
population) est comprise entre 0,7 et 2,5 g de SOz par kilogramme de poids corporel (Tableau
4). La toxicité aigu€ (définie par la DLsg) est a peu pres identique a celle du sel de cuisine ou

du bicarbonate de sodium.

' ' Doses Iétales (en mg de SO2/kg de poids
Sujets expérimentés
corporel)
Souris/rats 1780/ 1540
Lapin 700
Mouton 2500

Tableau 4: DLsy du SO; chez certains animaux

La dose journaliére admissible pour I’homme (DJA) de SO, est fixée a 0,7 mg/kg/jour soit 49
mg/jour pour une personne de 70 kg [7].

Le SO, présente une action mutageéne a treés forte concentration (64 g/L) et uniquement in
vitro. Il ne présente aucun effet tératogéne ni cancérigene.

Le SO; est un composé toxique aussi bien par inhalation que par ingestion. Une

réglementation stricte autour de I’utilisation du SO, dans les vins a été mise en place.

I. 4. 3. La législation actuelle concernant le SO, dans les vins

Les effets toxiques du dioxyde de soufre sont importants et connus depuis longtemps. Depuis
plus d’un siecle, de nombreuses réglementations ont encadré les taux de SO, total et parfois
de SO; libre autorisés dans les vins [7]. Voici quelques exemples de réglementation a travers
le temps dans plusieurs pays :

-1867 : I’ Autriche limite le SO; libre a 20-80 mg/L

-1900 : I’Italie limite le SO, libre a 20 mg/L et le SO, total a 200 mg/L

-1901 : la France propose 200 mg/L puis 350 mg/L de SO, total
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-1905 : les Etats-Unis limitent le SO, total a 200 mg/L pour les vins secs et a
350 mg/L au-dessus de 30 g/L de sucres

-1970 : le réglement européen CEE n°816/70 du 12 juillet 1970 entraine la premicre
forte réduction en ramenant les taux maximums a 200-350 mg/L de SO; total selon les types

de vins.

Les normes actuelles basées sur le réglement CE n°606/2009 selon les catégories des vins

sont les suivantes :

-vins secs : sucres inférieurs a 5 g/L.
-rouges : 150 mg/L
-blancs et rosés : 200 mg/L
-vins avec sucres supérieurs a 5 g/L.
-rouges : 200 mg/L
-blancs et rosés : 250 mg/L
-dérogation a 300 mg/L pour diverses AOC (appellation d’origine contrdlée)
de vins blancs et moelleux
-dérogation a 400 mg/L pour des AOC produites a partir de raisins botrytisés,
récoltés par tries successives : vin liquoreux
-vins effervescents de qualité : 185 mg/L

-vins effervescents : 235 mg/L

Ces valeurs réglementaires sont évolutives selon les années et les types de vins, d’ou la
nécessité et 1’obligation de consulter la réglementation en vigueur a la date des opérations.
Depuis 2009, les étiquettes des vins et autres produits contenant plus de 10 mg/L de SO;

doivent porter I’indication « contient des sulfites » ou une mention équivalente.
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II- Les dérivés carbonylés

Les ¢tudes menées depuis plusieurs années ont mis en évidence plusieurs dizaines de

composés carbonylés combinant le SO, dans les molts et les vins [7]. Ces composés

carbonylés peuvent étre classés en fonction de leur structure chimique et on distingue :
-les aldéhydes et cétones neutres

-les acides carbonyliques

-les sucres et les acides dérivés des sucres

Les sucres sont naturellement présents dans les raisins et les modts. Les autres composés sont

produits lors du métabolisme de la vigne et lors des fermentations par les levures et bactéries.

La participation de chaque composé a la combinaison du SO, va dépendre de la constante de

dissociation Ky de chaque composé et de leur teneur dans les vins (Tableau 5) [7].

Teneurs
Masse
moyennes
Nom Formule chimique molaire K4
(e/mol) dans les
mo
s vins (mg/L)
Ethanal CH;-CHO 44 0,0024 100
Aldéhydes et
Glycéraldéhyde CH,0OH-CHO 90 0,4 20
cétones neutres
Glyoxal CHO-CHO 58 0,15 5
Acide pyruvique CH;-CO-COOH 88 0,3 150
Acides Acide 2-
COOH-CO-CH,-CH,-COOH 144 0,5 150
carbonyliques oxoglutarique
Acide glyoxilique CHO-COOH 74 0,008 5
Glucose CH,0H-(CHOH),-CHO 180 900 50000
5-oxofrucose CH,0H-CO-(CHOH),-CO-CH,OH 178 0,4 100
Sucres et dérivés
Acide
. COOH-(CHOH)4-CHO 212 17 300
galacturonique

Tableau 5 : Quelques dérivés carbonylés pouvant combiner le SO,
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Un grand nombre de dérivés carbonylés est capable de combiner le SO,. Leur participation a
la combinaison du SO, va dépendre en particulier de leur Kq4 et de leur concentration dans les
vins.

Pour les composés ayant une valeur de Ky faible (inférieur a 0,01 mmol/L), la combinaison
avec le SO, est pratiquement totale. C’est le cas de 1’éthanal (K4 = 0,0024 mmol/L) et de
I’acide glyoxilique (K4 = 0,008 mmol/L). La teneur en acide glyoxilique est trés faible (5
mg/L). Ce composé ne peut pas étre considéré comme un acteur de la combinaison du SO;
malgré la valeur faible de son Kg.

Pour les composés ayant une valeur de K4 comprise entre 0,1 et 10 mmol/L, la combinaison
avec le SO, a lieu mais elle n’est jamais totale. C’est le cas par exemple de I’acide pyruvique,
de I’acide 2-oxoglutarique, du 5-oxofructose, du glyoxal et du glycéraldéhyde. Les teneurs en
glyoxal et en glycéraldéhyde sont inférieures a 100 mg/L. Nous avons donc décidé de ne pas
tenir compte de ces composés comme principaux acteurs de la combinaison du SO,. Le 5-
oxofructose a un Ky faible et sa teneur dans les vins est de I’ordre de 100 mg/L. Il a donc une
responsabilité non négligeable dans la combinaison du SO, mais des travaux antérieurs ont
montré qu’il est difficile de doser ce composé en solution [39]. Nous n’avons pas tenu compte
du 5-oxofructose dans cette étude.

Les autres composés tels que le glucose ou 1’acide galacturonique ont des teneurs dans les
vins tres élevées (surtout le glucose avec 50000 mg/L) mais des valeurs de Ky trés élevées. Ils
ne participent quasiment pas a la combinaison du SO,.

Ainsi, trois composés ont été retenus comme principaux responsables de la combinaison du
SO, : il s’agit de I’éthanal, de 1’acide pyruvique et de 1’acide 2-oxoglutarique qui présentent
des valeurs de K4 faibles et des teneurs importantes dans les vins (supérieures ou égales a 100

mg/L).

I1. 1. L'éthanal ou acétaldéhyde

L’éthanal est un produit intermédiaire de toute fermentation alcoolique et il est présent dans
tous les vins [7] (Figure 6). La présence d’éthanal, qui représente environ 90 % du total des
aldéhydes des vins, peut avoir diverses origines [40]. L’éthanal est formé par les levures
pendant la fermentation alcoolique, par décarboxylation de ’acide pyruvique [23] [24]. 1l est
¢galement formé par oxydation directe de 1’éthanol mais ce processus est normalement limité

et négligeable.

21



Partie A : Bibliographie générale

Figure 6: Structure de l'éthanal ou acétaldehyde

C’est un composé volatil capable de se combiner avec de nombreux composés présents dans
les vins, et en particulier avec le SO, a travers une réaction stecechimétrique (1 mole d’éthanal
combine 1 mole de SO;). La réaction entre 1’éthanal et le SO, représente la part la plus

importante du SO, combiné dans les vins (Figure 7).

o) OH

\ |

/C—H +  HSOy S S HSC—clz—Sos-

H

Figure 7: Combinaison de l'éthanal avec le SO;

La combinaison entre I’éthanal et le SO, est rapide. Elle atteint 98 % en 90 min a pH = 3,3, en
5 h elle est totale [2]. Elle est stable dans les milieux acides. C’est sous la forme combinée
qu’on retrouve de facon quasi exclusive 1’éthanal (1’éthanal libre donne une odeur « éventée »

au vin jugée désagréable dans la quasi-totalité des vins).

II. 2. L'acide pyruvique ou acide 2-oxopropanoique

L'acide pyruvique est produit par plusieurs voies métaboliques telles que le cycle de Krebs
(chaine respiratoire cellulaire) et la fermentation alcoolique dont il est le produit final avant sa

transformation en éthanal (Figure 8).
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0 OH
N
c—cC

/ N\
HaC 0

Figure 8: Structure de l'acide pyruvique

Sa teneur dans les vins peut atteindre 500 mg/L [18]. Compte tenu de la faible valeur de son
K4 qui est de 0,3 mmol/L, il joue également un rdle important dans la combinaison

bisulfitique du SO,.

II. 3. L'acide 2-oxoglutarique ou acide 2-oxo-pentan-1,5-dioique

L'acide 2-oxoglutarique se forme dans tous les raisins lors du cycle de Krebs et sa teneur

augmente lors de la fermentation alcoolique [7] (Figure 9).

OH OH

0]

Figure 9: Structure de l'acide 2-oxoglutarique

Sa teneur moyenne dans les vins est de 150 mg/L et la valeur de sa constante de dissociation

(Ka) est de 0,5 mmol/L [20]. Ce composé participe a la combinaison du SOz.

Ces trois composés carbonylés ont été retenus comme étant les principaux responsables de la
combinaison du SO,. Ce sont ces composés que 1’on va essayer d’extraire des vins afin de
réduire le pouvoir de combinaison du SO,. Il est important d’étudier la réactivité des dérivés
carbonylés afin d’identifier des molécules pouvant réagir avec ces derniers pour les extraire

du vin.
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I1. 4. Réactivité des dérivés carbonylés

Il existe deux types de composés carbonylés : les aldéhydes et les cétones. Ces composés sont
fréquemment retrouvés dans la nature et sont par exemple souvent liés aux goits et ardmes de

nombreux aliments.

I1. 4. 1. Généralités sur la réactivité des dérivés carbonylés

Le groupe carbonyle est un analogue oxygéné des alceénes. Il est constitué¢ d'un atome de
carbone et d'un atome d'oxygéne tous deux hybridés sp’, situés dans le méme plan que les
substituants liés a 'atome de carbone et avec des angles entre les liaisons valant environ 120°.
A la perpendiculaire de cette structure moléculaire apparaissent deux orbitales p, une sur le
carbone et 1’autre sur I’oxygene, formant la liaison 7.

La molécule est plane avec un carbone carbonylique trigonale et une courte liaison carbone-
oxygene du fait de son caractére de double liaison. Cette liaison est plutot forte se situant dans
la fourchette de 175-180 kcal/mol. L’atome d’oxygene porte deux doublets non liants et du
fait de sa plus grande électronégativité que I’atome de carbone, cela induit une polarisation de
la double liaison carbone-oxygene. L’atome de carbone présente une charge positive partielle
alors que I’atome d’oxygene présente une charge négative partielle (Figure 10). De la sorte,
le carbone est rendu électrophile tandis que 1’oxygeéne devient nucléophile et 1égerement

basique [43].

\ N\ -

c— > c—O

/

Figure 10 : Polarisation de la liaison carbone-oxygene de la fonction carbonyle

Le moment dipolaire de cette liaison est d’environ 2,7 Debye [43] [44].

Les aldéhydes et les cétones posseédent trois sites réactionnels ou se déroulent la plupart des

réactions (Figure 11) :
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-I’atome d’oxygene qui est une base au sens de Lewis et sensible a une attaque par des
¢lectrophiles

-I’atome de carbone carbonylique qui est électrophile et donc sensible aux attaques
nucléophiles

-I’atome de carbone en a de la fonction carbonyle qui porte un proton acide

(-
=

Doublet Basique — *0°=— Centre Nucléophile

6®H I1=<— Double Liaison
C

a ﬁ\
Proton Acide — H Centre Electrophile

Figure 11: Sites réactionnels des aldéhydes et cétones

Pour réaliser I’extraction des dérivés carbonylés des vins, il est nécessaire d’identifier un
réactif susceptible de créer une liaison covalente forte avec un dérivé carbonylé. Les
principales réactions avec les dérivés carbonylés permettant de créer une liaison covalente
sont les additions nucléophiles. Il sera nécessaire de trouver un réactif nucléophile qui réagira
par une attaque nucléophile sur le carbone du carbonyle avec si possible un déplacement total
de I’équilibre vers les produits. De nombreuses réactions d’addition nucléophile sur les
dérivés carbonylés peuvent étre réalisées : soit il s’agit d’une simple addition, soit d’une
addition suivie d’une élimination. Etant donné qu’il ne faut absolument pas que des composés
soient libérés dans le vin lors de cette extraction, seules les additions suivies d’une
¢limination d’eau peuvent €tre envisageables pour cette étude. La réaction doit se faire sans
catalyseurs car ils seraient une source de contamination des vins. De plus, il faut que les
molécules pouvant créer une liaison covalente avec les dérivés carbonylés puissent également
étre fixées sur un support solide par une fonction secondaire. Le composé qui sera retenu pour

extraire les dérivés carbonylés des vins devra répondre a tous ces criteres.
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II. 4. 2. Quelques exemples d’additions nucléophiles
-Addition d’eau ou d’alcool

Dans le cas d’addition simple sur le carbone du carbonyle, aucun composé n’est libéré dans le
milieu. On a par exemple I’hydratation des groupes carbonyles qui donne un diol géminé
(encore appelé hydrate de carbonyle) ou 1’addition d’alcool en catalyse acide qui conduit a la
formation d’hémiacétals.

Ces réactions d’addition simple sont intéressantes mais régies par des équilibres qui sont en
faveur du dérivé carbonylé de départ. Les hydrates de carbonyle et les hémiacétals ne sont
habituellement pas isolables ce qui n’est pas compatible avec l’extraction des dérivés

carbonylés (Figure 12).

ROH OH
\ N,/

Cc—0 =

/ 7 Non

si R = H: diol géminé

Figure 12: Formation d'hémiacétal

En présence d’un exces d’alcool ou de diol et sous catalyse acide, la réaction se poursuit au
dela du stade d’hémiacétal pour former un acétal qui est une entité de type éther (Figure 13).
Cette réaction étant réversible, elle peut servir a protéger le groupe carbonyle ce qui peut

s’avérer indispensable pour certaines réactions. Il y a libération d’eau dans le milieu.

\ OH OH \C/O
/C_O N = - N\
o

Figure 13: Formation d'acétal

Les acétals sont stables vis-a-vis de I’hydrolyse en milieu basique alors qu’ils sont rapidement
hydrolysés en milieu acide. La constante d’équilibre de la synthése des acétals est de 1’ordre

de 1,58 [43]. La position de 1’équilibre n’est pas favorable au produit. Pour que la synthése de
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I’acétal soit complete, il faut soit utiliser un agent déshydratant soit piéger I’eau de facon
irréversible par une distillation azéotropique. Cette réaction n’est pas envisageable dans les

vins.

-Addition de composés azotés

Les amines sont des analogues azotés de I’eau et des alcools. Elles s’additionnent, comme les
alcools, trés bien sur les aldéhydes et cétones. L’ammoniac et les amines primaires

s’additionnent pour former des imines avec libération d’eau dans le milieu (Figure 14).

RNH,

C—=0 —_— RN—/——C + H20

~

Figure 14: Formation des imines

Comme les acétals, les imines sont trés sensibles a I’hydrolyse [45]. La réaction doit se faire
en présence d’agent déshydratant ou avec une distillation azéotropique pour favoriser le
déplacement chimique vers la formation des imines. Un tel procédé ne peut pas étre utilisé

dans notre étude.

Les hydrazines de la forme RNHNH:2 et leurs dérivés réagissent bien avec les dérivés
carbonylés pour former des hydrazones [46]. Parmi les dérivés d’hydrazines, les
sulfonylhydrazines de la forme RSO2NHNH2, ou R est un groupe alkyle ou aryle, ont déja fait
I’objet d’étude pour I’extraction des dérivés carbonylés et elles ont montré des résultats
encourageants [39]. Les sulfonylhydrazines réagissent avec les dérivés carbonylés pour
former des sulfonylhydrazones avec élimination d’eau dans le milieu suivant un mécanisme

d’addition-élimination [47] (Figure 15).
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(0] o O R4
i 2
R —S ——NHNH, + i D S R ——S —NHN =C\ + Ky
Q Ry - \Rz |C|) Ry

Figure 15 : Synthese d’une sulfonylhydrazone

Pour mettre en ceuvre 1’extraction des dérivés carbonylés, la sulfonylhydrazine a été retenue

comme fonction extractive. La sulfonylhydrazine doit étre fixée sur un support solide inerte.

La réactivit¢ des dérivés carbonylés a permis de sélectionner une fonction chimique qui
permettra de les extraire des vins. Pour s’assurer que les dérivés carbonylés soient
effectivement extraits du milieu, il faut utiliser une méthode d’analyse facile a mettre en
ceuvre et sélective de chaque dérivé carbonylé. La méthode d’analyse des dérivés carbonylés

qui a été retenue est la méthode de dosage enzymatique.

I1. 5. Dosages enzymatiques

I1. 5. 1. Intérét des dosages enzymatiques

Les enzymes sont des macromolécules biologiques dont le role est de catalyser les différentes
réactions de transformations qui se produisent dans les organismes vivants [48] [49]. 1l s’agit
la plupart du temps de protéines mais il existe un petit nombre d’enzymes constituées
d’ARN : il s’agit alors de ribozymes. Les enzymes agissent en abaissant I’énergie d’activation
des réactions qu’elles catalysent ce qui permet de multiplier les vitesses des réactions par des
facteurs compris entre 10°et 10 par rapport aux mémes réactions sans catalyseur. Elles sont
plus efficaces que les catalyseurs chimiques.

Les réactions catalysées par des enzymes ont lieu dans des conditions relativement douces :
températures inférieures a 100 °C, pression atmosphérique. Elles ne nécessitent pas la mise
sous atmosphére inerte, contrairement aux catalyseurs chimiques fragiles [50]. Les enzymes
ne sont pas modifiées au cours de la réaction et ne modifient pas 1’équilibre chimique entre le
substrat et le produit.

Pour agir, les enzymes doivent tout d’abord se lier a leur substrat (réactif) avant de pouvoir

catalyser la réaction chimique. Elles présentent des spécificités beaucoup plus grandes vis-a-
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vis de leurs substrats et de leurs produits que les catalyseurs chimiques. Cette spécificité est
en partie due a la conformation de leur site de liaison qui présente une complémentarité de
forme et de propriétés d’hydrophobie/hydrophilie avec le substrat (modele clé-serrure) [S1].
De plus, les acides aminés qui constituent le site de liaison sont disposés afin d'interagir
spécifiquement avec le substrat pour l'attirer (complémentarité électronique).

L'intérét de l'utilisation des enzymes dans les analyses tient principalement dans leur capacité
a réagir spécifiquement avec un composé précis dans un mélange [52]. Ceci permet d'éliminer
toutes les étapes de séparation des composés et diminue le temps nécessaire pour les analyses.
Au regard des conditions douces utilisées, les enzymes offrent la possibilit¢ de pouvoir
détecter et mesurer des substances "labiles" qui ne pourraient pas étre détectées par d'autres

méthodes.

Pour étudier les réactions enzymatiques, la spectrophotométrie est la méthode la plus utilisée,
aussi bien dans le domaine du visible que dans celui de I’ultraviolet. C’est une méthode
analytique consistant & mesurer 1’absorbance ou la densité optique d’une substance chimique
en solution a une longueur d’onde donnée [49]. Lorsqu’une lumiere d’intensité I, passe a
travers une solution, une partie de cette lumiére est absorbée par le ou les solutés. L’intensité
de la lumiére transmise I est donc inférieure a celle de la lumiére incidente Iy. L’absorbance,

grandeur sans unité est donc définie par le rapport suivant :

I
-

D’apres la loi de Beer-Lambert, a une longueur d’onde donnée, 1’absorbance d’une solution
contenant une molécule donnée est proportionnelle a la concentration ainsi qu’a la distance du

trajet optique :
A= ¢€lc

[ étant le trajet optique (distance parcourue par le faisceau absorbé)

¢ (en m’. mol”". cm™) est le coefficient d’extinction molaire de la molécule qui absorbe. Ce
coefficient rend compte de la capacité de cette substance a absorber la lumicre a la longueur
d’onde A

¢ est la concentration de la substance absorbante
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Pour que la loi de Beer-Lambert soit valide, la concentration doit étre faible (de 1’ordre de
10? mol.L") afin que les interactions entre molécules et les facteurs instrumentaux soient
négligeables. Il faut également que la lumicre utilisée soit monochromatique et que la solution
soit limpide (sans précipité).

La loi de Beer-Lambert est additive. Dans le cas des mélanges homogenes dilués, les densités

optiques des différentes especes présentes dans le milieu sont additives.

Ai = lZsi C;
i

Pour leur activité, certaines enzymes nécessitent un ou plusieurs cofacteurs encore appelés
coenzymes qui favorisent D’activité enzymatique [53] [54]. Parmi ces coenzymes, nous
pouvons citer le couple NADH/NAD' qui est associé a de nombreuses enzymes
d’oxydoréduction. Le cycle du coenzyme permet le suivi de la réaction catalysée, méme si les
substrats et produits n’absorbent pas dans le domaine de 1’ultraviolet et du visible comme
c’est le cas pour les composés que nous étudions ici. En effet, le NADH posséde un maxima
d’absorption a la longueur d’onde de 340 nm. Il sera possible de suivre 1’évolution de la
réaction enzymatique a cette longueur d’onde. Une augmentation d’absorbance traduit une
formation de NADH (réduction du substrat) tandis qu’une diminution d’absorbance traduit

une consommation de NADH (oxydation du substrat) (Figure 16).

Forme oxydée NAD* Forme réduite NADH
\ NH2 — W NH 2
| ) o

/

T+ |

Ribose Ribose

2 Phosphates 2 Phosphates
Adénosine Adénosine

Figure 16: Forme oxydée et réduite du NAD(H)
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II. 5. 2. Dosages enzymatiques utilisés

Plusieurs dosages enzymatiques ont été utilisés au cours de cette étude. Le dosage en parallele
de I'¢thanal, de 1'acide pyruvique et de 1'acide 2-oxoglutarique, a permis de suivre 1'évolution
de la quantité de chaque dérivé carbonylé restant dans le milieu au cours des extractions
réalisées. La spécificité de ces dosages permet de suivre 1'évolution des composés aussi bien
en mélange complexe que dans une solution ne contenant qu'un seul composé. Nous allons

détailler les dosages enzymatiques utilisés.

11. 5. 2. a. Dosage enzymatique de ’éthanal

Le mécanisme du dosage enzymatique de la quantité d'éthanal restant en solution est
représenté ci-apres (Figure 17) [55]. En présence d'aldéhyde déshydrogénase qui est une
enzyme catalysant la déshydrogénation d’une large variété d’aldéhydes [54], I'éthanal est
oxydé en acide acétique par le NAD". La quantité de NADH formée durant la réaction est
proportionnelle 4 la quantité d'éthanal initialement présente. La réduction du NAD" est

mesurée par l'augmentation de 1’absorbance du NADH a la longueur d'onde de 340 nm.

31



Partie A : Bibliographie générale

NADH NAD
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Enzyme— S‘< Enzyme—S Me
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1) Arrivée du NAD" a proximité des acides aminés Cys-243, Asp-114 et Glu-333 (qui permet la
déprotonation d’une molécule d'eau),

2) Fixation de l'aldéhyde par la Cys-243 et la Asp-114 (liaison faible avec le proton de la fonction -
OH),

3) Réduction du NAD",

4) Libération de 'acide acétique,

5) Départ du NADH.

Figure 17: Mécanisme de [’oxydation de I’éthanal en présence d’aldéhyde déshydrogénase

11. 5. 2. b. Dosage enzymatique de [’acide pyruvique

En présence de L-lactate déshydrogénase, le pyruvate est réduit en L-lactate par le NADH
[56] (Figure 18). La quantit¢ de NAD" formée durant la réaction est proportionnelle a la
quantit¢ de pyruvate initialement présente. L'oxydation du NADH est mesurée par la

diminution de son absorbance a la longueur d'onde de 340 nm.
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CH, — His 195
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H OH

0 o L-lactate

Figure 18: Mécanisme de la réduction de [’acide pyruvique en présence de la L-lactate

deéshydrogénase

1. 5. 2. c. Dosage enzymatique de [’acide 2-oxoglutarique

En présence de glutamate déshydrogénase, le 2-oxoglutarate réagit avec le NADH et les ions
NH," pour former du L-glutamate et du NAD" [56]. La quantité de NAD" formée durant la
réaction est proportionnelle a la quantité de 2-oxoglutarate initialement présente. L'oxydation
du NADH est mesurée par la diminution de son absorbance a la longueur d'onde de 340 nm

(Figure 19).
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Figure 19: Mécanisme de la réduction de [l’acide 2-oxoglutarique en présence de la L-

glutamate déshydrogénase

L’intérét des dosages enzymatiques est qu’ils sont spécifiques d’un composé particulier ce qui

permet de doser chaque dérivé carbonylé¢ dans un mélange complexe tel que le vin. Cette

technique sera utilisée pour déterminer la concentration de chaque dérivé carbonylé dans le

vin.

Trois dérivés carbonylés ont été retenus pour cette étude : 1’éthanal, I’acide pyruvique et

I’acide 2-oxoglutarique. L’étude de la réactivité des dérivés carbonylés a permis d’identifier

une fonction chimique qui permettra de les extraire des vins : la fonction sulfonylhydrazine

qui est un dérivé d’hydrazine. Il est important d’étudier plus en détail cette famille de

COmpos¢s.
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III. Chimie de I’hydrazine

La chimie de I’hydrazine a été largement étudi¢e pendant prés de trois-quarts de siecle entre
la fin du XIX®™ siécle et le début du XX“™ si¢cle. Emil Fisher, en poursuivant ses travaux
sur la réduction des composés diazoiques a permis, en 1875, d’isoler et de caractériser les
dérivés organiques de I’hydrazine tels que les arylhydrazines [57]. Durant la seconde guerre
mondiale, les allemands ont découvert la valeur de I’hydrazine comme carburant pour les
fusées [58]. A la fin de la guerre, des industriels se sont intéressés aux applications non
militaires de I’hydrazine. A 1’heure actuelle, 1’hydrazine et ses dérivés trouvent des
applications dans divers secteurs. Elle est par exemple utilisée comme anticorrosif des
surfaces métalliques ou des chaudicres [59] [60]. C’est un intermédiaire dans la synthése de
nombreux médicaments [61], elle est utilisée dans les piles a combustibles [62] ou dans des

pesticides.

I1I. 1- Propriétés physico-chimiques

L’hydrazine de formule N,H4 est un composé chimique liquide incolore avec une odeur
rappelant celle de I’ammoniac. Elle est constituée de deux unités d’ammoniac NH; couplées
entre elles par perte d’'une molécule d’hydrogeéne pour chaque unité. Dans cette molécule, les
atomes d’azote adoptent une hybridation de type sp’ et chaque unité NH, présente une forme
pyramidale. La distance entre les deux atomes d’azote est de 145 picometres.

L’hydrazine existe sous forme anhydre et sous forme hydratée (I’hydrate d’hydrazine). Une
grande famille de dérivés de 1’hydrazine est obtenue par substitution d’un ou de plusieurs
atomes d’hydrogéne par des groupes carbonés.

La forme anhydre de I’hydrazine a une masse moléculaire de 32 g/mol et elle est soluble dans

I’eau en toute proportion ainsi que dans les solvants organiques polaires.

III. 1. 1. Comportement acido-basique

En solution aqueuse, I’hydrazine est une dibase [58] selon les deux équations acido-basiques

suivantes :
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N,H, + H;0+* =—== N,Hs* + H,0 Ky,=13 x10°
pK,=8.1
N2H5+ + H30+ # N2H62+ + Hzo Kb = 8,4 X 10'16

Cette base entre en jeu dans des réactions acido-basiques [63] et a pH acide (comme dans les

vins) c’est la forme N,Hs" qui est majoritairement présente [64] (Figure 20).

120
100
80
60
40
20

% d'espéce

pH

N,H,* N,H, = = N,HZ2

Figure 20 : Diagramme de répartition des différentes formes de I’hydrazine en fonction du

pHa25 °C
III. 1. 2. Comportement oxydo-réducteur

L’hydrazine a également des propriétés a la fois oxydante et réductrice.

La réaction d’oxydation de 1’hydrazine sous forme neutre est donnée par 1’équation suivante :
N2H4 ‘——‘ I\I2 + 4H + 4 e E° (NZ/N2H4) =-0,33Va25°C
La réaction de réduction de I’hydrazine sous forme neutre est donnée par 1’équation suivante :

N,H, + 2H* + 2¢ ~——= 2NH; E° (N,H,/NH;3) =+ 0,68 Va25°C
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L’hydrazine est plus connue comme étant un puissant agent réducteur inorganique volatil
[65]. Les propriétés réductrices de 1’hydrazine sont plus faibles en milieu acide qu’en milieu
basique [66].

En plus de ses propriétés acido-basiques et oxydo-réductrices, 1’hydrazine est un composé
nucléophile qui intervient dans des réactions de chimie organique, notamment avec les

dérivés carbonylés. C’est donc un composé largement utilisé en chimie.

I1I. 2. Utilisation en chimie de ’hydrazine

III. 2. 1. L hydrazine utilisée en tant que composé¢ nucléophile

L’hydrazine est un trés bon nucléophile a cause de la répulsion entre les doublets non liants
des atomes d’azotes adjacents [67]. Cette propriété permet a ce composé de réagir avec un
grand nombre de composés chimiques permettant de former une grande famille de dérivés de
I’hydrazine.

L’hydrazine peut réagir avec les cycles aromatiques substitués pour former la famille des
arylhydrazines. On peut citer comme exemple la 2,4-dinitrophenylhydrazine qui est préparée
par substitution nucléophile de I’hydrazine sur le 1-chloro (ou 1-bromo) benzéne [68] (Figure

21).

Cl NHNH,
NO2 N02
N,H,, H,SO,
H
KOAc
NO, NO,

Figure 21 : Synthese de la 2,4-dinitrophenylhydrazine

La réaction entre 1’hydrazine et les dérivés carbonylés forme une hydrazone qui présente une
double liaison carbone-azote. Cette réactivité permet de prouver la présence d’un dérivé
carbonylé dans un milieu grace a la 2,4-dinitrophénylhydrazine qui forme un précipité orange

en présence de dérivés carbonylés [46] (Figure 22).
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Figure 22: Synthese de la 2,4-dinitrophenylhydrazone

Toujours grace a leur caractére nucléophile, les hydrazines réagissent avec les acides
carboxyliques, les esters ou les chlorures d’acyles pour former les hydrazides [69] (Figure
23).

0] 0

/“\ NHzNHszo /“\ + 2 Hzo
——
~

R OH R NHNH,

Figure 23 : Synthese des hydrazides

Un groupe important appartenant a la classe des hydrazides sont les sulfonylhydrazines avec
en particulier la paratoluéne sulfonylhydrazine qui est formée par réaction d’un halogénure de

tosyle avec de I’hydrazine [70] (Figure 24).

NH,NH,

—_— HsC

_NHNH2 + Hzo

T
(]

(@]
O—wn—=0
o
O—wn——=0

Figure 24 : Synthese des sulfonylhydrazines

L’hydrazine permet donc de préparer une grande famille de dérivés. Ces composés réagissent
avec les dérivés carbonylés pour former des dérivés d’hydrazones. La sulfonylhydrazine a
déja fait ’objet de travaux antérieurs [39] [71]. Cette fonction peut étre fixée sur un support
solide et elle réagit efficacement avec les dérivés carbonylés pour les extraire d’un mélange

complexe tel que le vin. La fonction sulfoylhydrazine a été retenue pour cette étude.
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III. 2. 2. L’hydrazine utilisée en tant qu’agent réducteur

L’hydrazine est un puissant agent réducteur trés apprécié car ses sous-produits sont en général
I’eau et 1’azote gazeux. Elle a la capacit¢ de réduire un trés grand nombre d’oxydes
métalliques comme 1’oxyde de fer ou I’oxyde de cuivre, ce qui permet de passiver les surfaces
du fer et du cuivre (Figure 25). Cette propriété réductrice de 1’hydrazine a par exemple été
utilisée comme antioxydant et inhibiteur de corrosion dans les chaudicres et les eaux des

circuits de chauffage.

6F6203 + N2H4 ~~ 4F6304 + N2 + 2H20

2Fe;0, + NyH, + 12 HY === 6Fe>* + 8H,0 + N,

4 CuO + N2H4 # 2CU.2O + 2H20 + N2

Figure 25 : Réduction des oxydes métalliques par I’hydrazine

L’hydrazine peut également réduire des composés tels que 1’iode et I’iodure de potassium
[72] [73] [74] (Figure 26). Cette propriété¢ sert a doser 1’hydrazine présente en grande

quantité en solution et peut étre utilisée pour doser I’hydrazine fixée sur support.

N,H, + KIO; + 2HCI =~—=  KCl + ICl + N, + 3H,0

Figure 26 : Réduction de l’iode par [’hydrazine

L’hydrazine peut réagir avec le fer ou le cuivre pour former, en présence de ligands tels que la
2,2'-bipyridine (Bpy) ou la 2,9-diméthyl-1,10-phénanthroline (Nc), un complexe coloré
détectable par spectrométrie UV-Visible [75] [76] (Figure 27). Ces réactions permettent de

détecter de tres faibles concentrations d’hydrazine (de I’ordre du ppm) en solution.
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2+

n Fe3* + 3n Bpy + N,H, = " Fe Bpy)s| 4 N, + 4H*
2+

nCu?* + 2nNc + N,H, ~<—— n | Cuo) + Ny + 4 H*

Figure 27 : Réactions permettant de détecter I’hydrazine

Le pouvoir réducteur de I’hydrazine a permis de développer de nombreuses méthodes de
dosage [77] [73]. Ces méthodes de dosage seront d’une grande utilit¢ dans cette étude,
notamment pour s’assurer que le milieu n’est pas contaminé par 1’hydrazine qui est un

composé chimique toxique.

I1I. 3. Toxicité de I’hydrazine

L’hydrazine et son hydrate sont hautement toxiques quelle que soit la voie d’administration
[78]. La principale cible est le systeme nerveux central mais il est également observé des
atteintes au niveau du foie, des reins et du sang. C’est un irritant cutané et respiratoire
rapidement absorbé par la peau ou les muqueuses avant d’étre distribué dans les tissus.

Lors d’une exposition aigilie a I’hydrazine, les symptomes pouvant apparaitre chez I’homme
sont des irritations des yeux, du nez et de la gorge, des étourdissements, des nausées et dans
les cas les plus extrémes elle peut entrainer des cedémes pulmonaires, des convulsions ou un
coma.

Des expérimentations sur des animaux ont été réalisées et les doses létales ont pu étre
déterminées en fonction de la voie d’administration. Ainsi par voies orales et percutanées les

DLs sont (Tableau 6):
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Doses létales (en mg d’hydrazine ou hydrate
Sujets expérimentés d’hydrazine/kg de poids
corporel)
Souris/rats 60 / 60 (orale)
Lapin 55 (orale)
Cobaye 190 (percutanée)
Lapin 93 (percutanée)

Tableau 6 : Doses létales de I’hydrazine par voies orales et percutanées

Lors d’une exposition a 0,25 ppm et 1 ppm d’hydrazine pendant un an (6 h/jour; 5
jours/semaine) une atteinte hépatique est avérée chez les rats, les chiens et les hamsters. Avec

une exposition a 5 ppm d’hydrazine, ce sont des atteintes pulmonaires qui apparaissent [79].

L’hydrazine a des effets génotoxiques car elle induit des mutations géniques, des aberrations
chromosomiques et une synthése non programmée d’ADN lors de test in vitro et in vivo. Elle
a également des effets cancérigenes. Par voie orale ou par inhalation, I’hydrazine augmente
I’incidence des tumeurs nasales et des bronches chez les rats/souris. Enfin, elle a des effets sur
la reproduction car elle entraine une atrophie des organes reproducteurs chez les animaux

males et femelles testés [80].

L’hydrazine est donc un composé chimique a la fois nucléophile et un puissant agent
réducteur. Ces propriétés lui permettent de servir de précurseur a I’¢laboration d’une grande
famille de dérivés de I’hydrazine mais également de mettre au point plusieurs méthodes
analytiques de dosage. Elle reste un composé chimique toxique a manipuler avec une extréme
précaution. Dans le cadre de cette étude, I’hydrazine sera fixée sur un support solide afin de
réagir avec les dérivés carbonylés présents dans les vins pour les extraire du milieu. C’est le

principe de 1’extraction en phase solide.
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IV. L’extraction en phase solide

L’extraction en phase solide est un procédé de séparation au cours duquel des composés en
solution sont séparés des autres ¢léments du mélange par fixation sélective sur un support
solide. En fin de réaction, le composé immobilisé sur le support est facilement extrait du
milieu par simple filtration. C’est sur ce principe que les dérivés carbonylés des vins seront

extraits du milieu.

IV. 1. Principe de ’extraction en phase solide

L’extraction en phase solide (SPE) est une forme de chromatographie par étapes congue pour
extraire et/ou adsorber un ou plusieurs composés présents dans une phase liquide (échantillon)
sur une phase solide. Au cours des vingts dernieres années, la SPE est devenue la technique la
plus puissante, disponible pour la préparation rapide et sélective d’échantillons avant la
chromatographie analytique [81].

La SPE met en jeu des interactions entre un support solide poreux et une phase liquide riche
en composé cible que I’on veut extraire du milieu. Une procédure de SPE peut étre réalisée en
mode dynamique et se déroule, en général, en trois ou quatre étapes [74] [75] (Figure 28) :

-conditionnement du support dans une cartouche d’extraction. Le support est
positionné dans la cartouche puis mouillé avec un solvant similaire au solvant dans lequel est
contenu le composé cible (en général de I’eau). Cela permet de solvater les groupements
fonctionnels présents a la surface du support

-percolation de I’échantillon sur le support. La percolation peut se faire soit sous
I’effet de la gravité, soit par une pompe péristaltique. Lors de cette étape, les composés
n’ayant pas d’affinité avec le support solide ne seront pas retenus tandis que les composés
cibles sont fixés sur le support.

-¢lution des interférents. Lors de la percolation de 1’échantillon, il est possible que des
composés non souhaités se fixent faiblement sur le support. Pour les ¢liminer du support, on
va procéder a une étape de lavage avec un solvant permettant d’éliminer ces composés
interférents tout en gardant fixés les composés cibles

-¢lution des composés cibles. La percolation d’un solvant spécifique permet la rupture

des liaisons entre les composés cibles et le support. Les composés cibles sont récupérés et ils
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pourront ensuite étre analysés.

Conditionnement de la résine Percolation de 1’échantillon Elution des interférents Elution des composés cibles
= S = =
— s J
T 2 T -

Figure 28 : Principe de l’extraction en phase solide (mode dynamique)

Dans le cadre de cette étude, les deux premicres étapes suffisent car notre objectif n’est pas
d’analyser les composés mais seulement de les extraire du milieu.

L’extraction en phase solide peut également étre réalisée en mode statique. Dans ce cas, le
support est directement introduit dans I’échantillon et laissé en contact pendant un laps de
temps donné afin de permettre la fixation des composés cibles sur le support. A la fin de la
réaction, le support sur lequel se sont fixées les molécules cibles est éliminé de 1’échantillon
par simple filtration (Figure 29). L’¢lution des interférents et des composés cibles peut étre

réalisée si nécessaire.

Introduction ' .
du support Filtration
=
X X —_— X y . S §
% ®o—vy X @ y
X X X X X

F —X
@ — : Support insoluble Y

x : Composé cible a extraire

y : Fonction extractive fixée sur support

Figure 29: Principe de [’extraction en phase solide (mode statique)
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Le principe de I’extraction en phase solide est simple et facile a mettre en ceuvre. La seule
difficulté est la nécessité d’une interaction sélective entre le support et le composé cible. Le
choix du support est un facteur crucial a considérer pour développer une méthode d’extraction

efficace.

IV. 2. Les supports solides pour ’extraction en phase solide

De nombreux supports solides peuvent étre employés en SPE mais ils doivent répondre a un
certain nombre de critéres, essentiellement physiques et chimiques, afin d’étre utilisés pour

une telle application.

IV. 2. 1. Propriétés physiques

L’extraction en phase solide fait intervenir un support solide poreux qui est mis en contact
avec une solution. Ce support doit contenir des cavités, encore appelées pores, a travers
lesquelles la solution va se diffuser.

L’ensemble des pores définit la porosité totale du matériau, notée ¢, et correspond au rapport

entre le volume des pores et le volume total du matériau.

¢ . Vpores

Vtotal

Les pores sont généralement nommés et classés en fonction de leur diameétre selon la
définition de 'TUPAC [83]:

-d <2 nm : micropores

-2 nm < d <50 nm : mésopores

-d > 50 nm : macropores

Le support solide poreux est caractérisé par trois parametres :

-la surface spécifique (ou aire spécifique), exprimée en m>/g, représente la surface
externe des particules et la surface des pores a I’intérieur du matériau. Elle peut varier de 0 a
1500 m*/g et de faibles surfaces spécifiques correspondent a des matériaux dont la porosité est

insignifiante. La surface spécifique doit étre suffisamment grande car elle détermine la

44



Partie A : Bibliographie générale

surface de contact entre le support poreux et la phase solide [75] [76] [84].
-le volume poreux qui est caractéristique de la porosité
-la distribution de taille des pores qui représente la distribution du volume poreux en

fonction de la taille des pores.

La taille du support est un facteur important a prendre en compte. Elle devra étre
suffisamment grande pour permettre une manipulation aisée et une filtration simple apres
réaction. En général, les supports sont de formes sphériques bien que d’autres formes existent
[86]. La densité du support sera supérieure a celle de la solution. Dans le cas contraire, le
support risque de surnager, entrainant une extraction de mauvaise qualité [87].

La stabilit¢ mécanique et thermique du support est importante. La solution et la température

ne modifieront pas ou ne dégraderont pas la nature du support.

IV. 2. 2. Propriétés chimiques

Le support sera inerte et stable chimiquement vis-a-vis du milieu. Il ne générera pas de
réactions parasites et ne polluera pas le milieu. Les conditions acides ou basiques des
solutions ne modifieront pas le support.

L’hydrophilie est également un parameétre essentiel. Pour une extraction en milieu aqueux, le
support sera suffisamment hydrophile pour avoir une bonne qualité de contact avec la phase
aqueuse et permettre la meilleure extraction possible. Dans le cadre de cette étude, le support
devra étre compatible avec les milieux hydroalcooliques pour obtenir une bonne mise en

contact avec les dérivés carbonylés.

Le support qui sera employé pour la SPE devra répondre a tous ces critéres.

IV. 2. 3. Choix du support solide : les polyméres organiques

Des travaux antérieurs d’extraction des dérivés carbonylés des vins ont été¢ réalisés avec
I’utilisation de deux types de supports solides : les supports a base de silice et les supports
polymeéres organiques [39]. Les résultats obtenus ont montré que les supports de silice
modifient les qualités organoleptiques du vin et notamment le golit. Le support a base de

silice provoque une contamination du milieu ce qui est incompatible avec les propriétés
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chimiques que doivent respecter les supports pour une SPE. Les polyméres organiques ont été

étudiés.

1IV. 2. 3. a. Les polymeres a base de styréne

Les polymeres sont des macromolécules constituées par I’enchainement d’un grand nombre
de molécules de taille plus petite appelées monomeres. Les processus par lesquels se
combinent les monomeres pour former un polymeére sont appelés polymérisation.

Parmi les polymeéres organiques de synthéese, les plus utilisés en SPE sont les copolymeéres de
styréne avec du divinylbenzéne (DVB) [88]. Les premiers ont été utilisés par Merrifield pour
synthétiser des peptides sur support [89]. Ils sont obtenus par copolymérisation en suspension

de styréne et de DVB (Figure 30) donnant des particules sphériques [90].

CH2 CH
He P 77"
HC ——HC —CHp,— CH——CH,—

/
* | —
\\CH

——CH—CH,

Figure 30: Copolymérisation du styrene et du divinylbenzene

Il est possible de greffer sur ces copolyméres de styréne et de DVB des groupements
¢changeurs d’ions (anioniques ou cationiques). Des résines échangeuses d’ions telles que les

résines sulfoniques sont obtenues [85].

1IV. 2. 3. b. Les polymeres a base d’acrylate

Une autre famille de polymeres peut également étre utilisée en SPE: la famille des

polyacrylates et polyméthacrylates. La majorit¢ de ces polyméres sont des copolymeres
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contenant des proportions variées d’acrylates et de méthacrylates [91]. Ils sont moins utilisés
que les polystyrénes mais trouvent des applications en SPE en sélectionnant le monomeére
acrylique adéquat. Les polyméres a base de méthacrylates de glycidyle permettent
d’introduire facilement des fonctions extractives sur polymeres. La fonction époxyde du
méthacrylate de glycidyle peut facilement étre modifiée avec de nombreux composés
chimiques qui pourront par la suite complexer des molécules cibles en milieux aqueux [92].

Les supports polymeres organiques ont été retenus pour réaliser ’extraction des dérivés
carbonylés dans les vins. La majorité des polymeres ne permettent pas d’extraire directement
les molécules cibles d’un milieu. Ils doivent faire I’objet d’une fonctionnalisation permettant

d’introduire sur le support la fonction extractive sélectionnée.

IV. 3. Fonctionnalisation du support
Plusieurs voies permettent d’obtenir un support fonctionnalisé [85] qui servira a extraire une
molécule cible d’un milieu :

- soit par modification chimique d’un support non fonctionnalisé

- soit par copolymérisation d’un monomeére fonctionnalisé
y

IV. 3. 1. Les supports commerciaux a base de styréne/DVB

Des supports fonctionnalisés a base de styréne/DVB sont disponibles dans le commerce

(Tableau 7).
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‘ Prix (en €
Fonction .
pour 10 g)
(Aminométhyl) polystyréne NH, 262
(Chlorométhyl) polystyréne Cl 55
(Mercaptométhyl)
P Y CH,-SH 590
polystyréne
Bromopolystyréne Br 71
p-toluéne sulfonylhydrazine
SO,NHNH, 392
sur polymere
(2-aminoéthyl) polystyréne NH, 414
Résine sulfonique SO;H 2

* Données Sigma Aldrich

Tableau 7 : Quelques supports polymeres a base de styrene et de DVB disponibles dans le

commerce

Les supports disponibles dans le commerce ont des prix variables. Il est possible que le
polymere possédant la fonction d’intérét souhaitée ne soit pas disponible dans le commerce
ou soit treés cher. Une alternative consiste @ modifier chimiquement un support.

Le polystyréne est le polymere le plus utilis¢é pour la synthése en phase solide. La
fonctionnalisation du polystyréne dépourvu de toutes fonctions a sa surface peut étre effectuée
de différentes facons [93]. La quasi-totalit¢ des substitutions électrophiles réalisées en
solution sur le benzeéne peut étre réalisée sur le polystyréne [88]. Ces substitutions peuvent
étre une bromation [94], une nitration [95], une sulfonylation, une acylation ou encore une
alkylation [85]. Par exemple, les résines sulfoniques échangeuses d’ions sont obtenues par
réaction du polystyréne avec 1’acide sulfurique [96].

Il est également possible de modifier la fonction chimique d’un polymére commercial afin
d’obtenir une autre fonction d’intérét. Les résines Merrifield sont souvent utilisées pour fixer
d’autres fonctions chimiques sur supports [88].

La liaison formée entre le support et la fonction chimique greffée doit étre stable
chimiquement et thermiquement, notamment dans les futures conditions d’utilisations. La
fonctionnalisation doit étre rapide et efficace sans engendrer de réactions secondaires

susceptibles d’intégrer d’autres fonctions chimiques.
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IV. 3. 2. Polymérisation de monomeéres fonctionnalisés

Une autre voie possible pour obtenir un support polymere fonctionnalisé consiste a
copolymériser un monomere comportant une fonction d’intérét avec un agent de réticulation.
Le support avec la fonction d’intérét est obtenu en un nombre d’étapes limit¢ [97]. Le
polymeére doit avoir une taille et une forme adaptées a 1’utilisation que 1’on veut en faire et
celles-ci dépendent du procédé de préparation utilisé.

Les procédés de polymérisation peuvent étre divisés en deux grandes catégories en fonction
du milieu réactionnel [91]:

- les polymérisations en milieu homogene

- les polymérisations en milieu hétérogene

V. 3. 2. a. Polymérisation en milieu homogene

Dans le cas de la polymérisation en milieu homogene, tous les réactifs (monomeres,
amorceurs) sont solubles dans un méme solvant. La polymérisation en masse est un exemple

de polymérisation en milieu homogene.

La polymérisation en masse représente le procédé le moins contaminant pour le polymere. Il
n’y a pas de diluant et de dispersant utilisés. Le mélange de monomeres liquides est
directement polymérisé selon différents types d’amorcage. Ce type de polymérisation,
généralement exothermique, est difficile a contrdler. L’utilisation d’un agitateur adapté et
efficace est nécessaire car la viscosit¢é du mélange réactionnel augmente rapidement. La
viscosité¢ rend difficile le chauffage uniforme du mélange. Le polymeére obtenu est un
monolithe qui doit étre broyé et tamisé pour obtenir des particules de taille désirée. A cause
de ces difficultés, la polymérisation en masse est peu utilisée pour les polymérisations en

chaine [91].

1V. 3. 2. b. Polymérisation en milieu hétérogene

Dans le cas de la polymérisation en milieu hétérogene, le milieu de réaction est
compartimenté en plusieurs phases. Les polymeéres obtenus sont de formes sphériques avec un
diametre plus ou moins grand selon le procédé utilisé. Il existe quatre procédés « directs » de

polymérisation (en opposition aux procédés de polymérisation inverse) en milieu hétérogéne
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qui sont la suspension, I’émulsion, la dispersion et la précipitation [98].

- la polymérisation en suspension : c’est une méthode de polymérisation en phase
hétérogene qui permet d’obtenir des particules sphériques de tailles variables. Lors de la
polymérisation en suspension, la phase organique est dispersée en gouttelettes dans une phase
aqueuse par agitation mécanique (Figure 31). Les suspensions nécessitent la présence de
stabilisant afin d’éviter la coalescence des gouttelettes. La polymérisation est amorcée par un
amorceur radicalaire organosoluble et chaque gouttelette agit comme un mini-réacteur. La
polymérisation en suspension est généralement réalisée en une seule étape avec une durée de
réaction de quelques heures. La taille finale des billes obtenues dépend du ratio phase

dispersée/phase continue, de la vitesse d’agitation et de la quantité de stabilisant utilisé.

Agitation
mécanique

| Polymérisation en
Phase _ o suspension
organique
Gouttelettes
Phase __5 dispersées
aqueuse [ L

Figure 31: Schéma de la polymérisation en suspension

- la polymérisation en émulsion: c’est une polymérisation radicalaire en chaine
mettant en ceuvre un ou plusieurs monomeres dispersés dans une phase continue aqueuse. Elle
ressemble a premiére vue a la polymérisation en suspension mais elle en différe par son
mécanisme et ses caractéristiques, en particulier par la taille et la nature des particules dans
lesquelles se déroulent les réactions. Le milieu réactionnel de la polymérisation en émulsion
est constitué¢ de la phase aqueuse continue, de gouttelettes de monomeres dispersées dans le
milieu et stabilisées par un émulsifiant, de micelles qui se forment lorsque la concentration en
tensioactif (émulsifiant) excéde sa concentration micellaire critique (CMC). Ces micelles sont
le lieu de la polymérisation. Ceci différe de la polymérisation en suspension pour laquelle la

polymérisation est effectuée dans les gouttelettes de monomeéres. Dans le cas de la
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polymérisation en émulsion, le lieu de la polymérisation ne peut pas étre les gouttelettes de
monomeres car I’amorceur est insoluble en milieu organique. Le principal inconvénient de la
polymérisation en émulsion est I’instabilité des émulsions. Les particules obtenues sont de

petites tailles.

- la polymérisation par précipitation : dans ce procéd¢, la polymérisation s’effectue en
présence d’une grande quantité d’un solvant porogéne. Le mélange est initialement
homogene. Au cours de la polymérisation, les chaines de polymeres s’allongent et deviennent
insolubles dans le milieu: elles précipitent. Le milieu devient hétérogene. La taille des
particules obtenues dépend des paramétres de la polymérisation tels que la température, la
nature de I’amorceur et le réticulant. Les billes obtenues ont des diamétres compris entre 0,1

et 1 um.

-la polymérisation en dispersion est une polymérisation en suspension en présence de
fortes concentrations en stabilisants hydrosolubles. Des particules de faibles dimensions sont

obtenues.

Les caractéristiques de ces quatre procédés de polymérisation sont rassemblées dans le

Tableau 8 :

Diametre des
Type de . Nature de
o particules
polymérisation I’amorceur
(nm)
Suspension 50-500 Organosoluble
Emulsion 0,05-0,30 Hydrosoluble
Dispersion 0,5-10 Organosoluble
Précipitation 0,1-1 Soluble

Tableau 8 : Caractéristiques des différents types de polymérisation en phase dispersée

aqueuse

Parmi ces quatre procédés, la polymérisation en suspension permet d’obtenir des supports
sphériques dont la taille est adaptée a I’extraction en phase solide. Avec les autres procédés,
les particules sont de trés petites tailles ce qui rendrait difficile la récupération du support

apres 1’extraction et risque d’étre une source de contamination du milieu.
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Le styreéne et ses dérivés, les esters acryliques et méthacryliques, le chlorure de vinyle et
I’acétate de vinyle sont quelques exemples de monomeres copolymérisables en suspension.

Ce procédé présente de nombreux avantages :

- taille et forme des particules régulic¢res
- contrdle efficace de la température de la réaction
- peu d’impuretés dans le produit final

- faible colit de séparation

Les caractéristiques structurales du polymeére obtenu par polymérisation en suspension vont
dépendre des conditions de polymérisation. Il est important de distinguer les facteurs

influencant la polymérisation.

1IV. 3. 2. c. Les facteurs influengant la polymérisation en suspension

- Présence d’agent de réticulation

La réticulation correspond a la formation de liaisons chimiques suivant les différentes
directions de I’espace au cours de la polymérisation. La réticulation permet d’obtenir un

réseau polymere tridimensionnel dans lequel les chaines linéaires sont interconnectées [85]

(Figure 32).

Chaine polymeére
Nceud de réticulation

Figure 32 : Réseau tridimensionnel d’un polymere réticulé
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Les agents de réticulation sont des monomeres bisfonctionnels (voire trifonctionnels) de type

vinyliques, allyliques, acryliques ou méthacryliques [99].

Quelques exemples d’agents de réticulation permettant la création du réseau polymere

tridimensionnel sont présentés dans le Tableau 9 [100] [101]:

Nom de 1’agent de réticulation Structure
O
Diméthacrylate d’éthyléne glycol o
(EGDMA) 07 >
o]
Divinylbenzéne = |
(DVB) AN >
N N
N,N’-Méthyléne-bis-acrylamide = N AN
(MBAA)
O o
O
N,O-bisméthacryloéthanolami N
,O-bisméthacryloéthanolamine
\/\O
(NOBE)
O

Tableau 9 : Quelques exemples d’agents de réticulation

Parmi ces agents de réticulation, le DVB est couramment utilis¢é pour la réticulation des

copolymeéres, notamment dans le cas des copolyméres a base de styréne. En réalité, les

produits commerciaux contiennent 55 %, 63 % ou 80 % d’isoméres du DVB (p-DVB et m-

DVB). Le reste est constitué d’un mélange d’isomeres d’éthylvinylbenzéne (EVB) (p-EVB et

m-EVB) [102] (Figure 33). La concentration en 0-DVB est négligeable car il est facilement

converti en naphtaléne durant la production.
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o, ' g,

p-DVB m-DVB p-EVB m-EVB

Figure 33 : Structure des isomeres présents dans le DVB commercial

La quantité de DVB incorporée lors de la copolymérisation va influencer la porosité finale du
matériau [103] [104].

A faible quantité¢ (1 a 2 %), le DVB privilégie la formation de micropores. Les résines
obtenues, faiblement réticulées, sont de type gel. Elles ne présentent pas de porosité a 1’état
sec mais sont capables, sous I’effet d’un solvant adéquat, de gonfler jusqu’a dix fois par
rapport a leur volume a sec. Cette propriété permet de limiter les problemes de diffusion des
réactifs présents en solution et d’augmenter 1’accessibilité des sites réactionnels supportés. Si
le solvant utilisé ne permet pas I’expansion de la maille polymere, la mobilité des chaines
ainsi que ’accessibilité¢ des sites réactionnels sont fortement réduites. Par conséquent, la
réactivité de la résine est amoindrie et la vitesse de réaction risque d’étre plus faible. En régle
générale, les solvants polaires ne favorisent pas 1’expansion de la maille polymere. Les
résines de types gels sont des polymeéres souples et peu fragiles, trés réactifs durant la
fonctionnalisation qui peut atteindre 100 %.

A forte quantit¢ de DVB (10 a 80 %), la formation de macropores et de mésopores est
privilégi¢e. Les résines obtenues sont dites macroporeuses. Les polymeres présentent une
porosité permanente et une structure rigide. Les sites réactionnels sont répartis sur la surface
des pores et sont accessibles par les molécules en solution sans probléme de diffusion. Les
supports macroporeux peuvent étre utilisés avec pratiquement n’importe quel solvant
puisqu’ils ne gonflent quasiment pas et que leur réactivité ne dépend pas de leur capacité de
gonflement dans les solvants. Ces résines sont physiquement treés fragiles. L’agitation
prolongée dans un réacteur et/ou des températures €levées peuvent causer des dommages

irréversibles. Leur taux de fonctionnalisation maximal est de 45 % [105].
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- Agent porogene

Au moment de la polymérisation, un solvant appelé porogeéne est ajouté au mélange de
monomeres. L’agent porogeéne joue un role important dans le procédé de polymérisation. Il
est I’initiateur de la porosité au sein du réseau polymeére et permet de contrdler la surface
spécifique du support [106] [107].

On distingue :

- les agents porogenes non solvatants, dits « mauvais solvants » du copolymere : ils
ont une mauvaise miscibilité avec le polymeére final. Ils favorisent la formation de larges
cavités (macropores) avec des surfaces spécifiques de I’ordre de 10-100 m®.g™'. Le n-heptane
et le n-butyle alcool sont des exemples d’agents porogénes non solvatants de copolymeére de
styréne/DVB.

- les agents porogenes solvatants, dits « bons solvants » du copolymere : ils sont a la
fois miscibles avec les monomeéres et le polymeére résultant. Ils permettent la formation de
pores de plus petites tailles (mésopores et micropores) avec des surfaces spécifiques élevées
(50-500 m>.g™"). Le toluéne et le dichlorométhane sont les agents porogénes solvatants les

plus utilisés pour la copolymérisation du styréne/DVB.
- Rdle des stabilisants

L’ajout de stabilisant a la phase aqueuse joue un role essentiel. La fonction des stabilisants est
de réduire la tension de surface entre les gouttelettes de monomere formées et le milieu de la
suspension. La coalescence des particules partiellement polymérisées est limitée, la formation
de gouttelettes de tailles homogenes est favorisée. Quelques stabilisants utilisés dans les

procédés de polymérisation en suspension sont présentés dans le Tableau 10 [98] [108].

Stabilisants Solubilité dans I’eau
Gélatine Soluble a chaud
Gomme arabique Soluble a chaud
Acide polyacrylique Soluble
Polypyrrolidone vinylique Soluble

Tableau 10 : Exemples de stabilisants employés lors de la polymérisation en suspension
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- La forme du réacteur et de la pale d’agitation

Lors de la polymérisation en suspension, il est nécessaire de mettre le milieu sous agitation a
cause de la différence de densité entre les deux phases. Pour une agitation optimale, la forme
du réacteur et la forme de la pale d’agitation auront une influence sur I’homogénéité du
polymere final. Un réacteur de forme cylindrique avec des parois irréguliéres et une base
aplatie est classiquement choisi [85]. La pale d’agitation est, en général, sous forme d’hélice
lorsque le milieu est peu visqueux ce qui permet un cisaillement de la suspension et limite la

formation d’un vortex autour de la tige d’agitation (Figure 34).

Figure 34 : Réacteur double enveloppe utilisé pour la polymérisation en suspension
- Influence de la vitesse d’agitation
La vitesse d’agitation va conditionner la taille des particules de polymeére. Plus la vitesse
d’agitation est élevée, plus le diamétre des particules obtenues est faible. La vitesse ne doit

pas étre trop faible afin de disperser convenablement le monomere dans la phase aqueuse et

permettre 1’obtention de particules de tailles et de formes régulieres.
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Objectifs de I’étude

Le dioxyde de soufre libre présent dans les vins est indispensable a leur bonne conservation
tandis que la forme combinée ne présente pas d’activité. La quantité¢ de dioxyde de soufre
combiné doit étre réduite.

La réduction de la quantit¢ de composés carbonylés présents dans le vin permettra de
diminuer le taux de combinaison du dioxyde de soufre. La dose de SOz total nécessaire a une
bonne stabilité du produit sera réduite.

L’objectif général de cette étude consistera a ¢laborer une méthode efficace de diminution de
la concentration des dérivés carbonylés. Cette méthode devra étre la plus simple possible a
mettre en ceuvre sans altérer les qualités organoleptiques des vins traités. Une méthode de
choix est I'extraction sur phase solide, procédé souvent mis en ceuvre lorsqu'on cherche a
purifier une solution [109] [110] [111]. Le principe de la méthode consiste a greffer, de
maniére covalente, un agent d'extraction (F) sélectif des espéces a extraire sur un support
insoluble (S) inerte. Le support fonctionnalisé obtenu est ensuite mis en contact avec la
solution contenant les espéces a extraire, en ’occurrence des dérivés carbonylés. Apres
réaction, le support est ¢liminé du milieu réactionnel par simple filtration. Une solution
appauvrie en dérivés carbonylés est obtenue. Le support portant 'agent d'extraction lié au
compos¢é que 1'on cherchait a extraire est récupéré.

Lors de travaux précédents réalisés au laboratoire [39], un agent d’extraction avait été
sélectionné et fixé sur des supports insolubles, de type polymeéres synthétiques ou silice. Les
supports obtenus avaient été utilisés pour effectuer des extractions en milieu mod¢le puis dans
du vin. Une bonne efficacité d’extraction avait pu étre mise en évidence.

Notre objectif est d’améliorer 1’efficacité de fonctionnalisation des supports polymeéres déja
utilisés. La préparation du support devra pouvoir étre réalisée a grande échelle en réduisant au
maximum les colits de fabrication et en utilisant le moins de solvants organiques afin d’éviter
la contamination du milieu. Les travaux précédents n’ont pas fait 1’objet d’une réelle
recherche sur la contamination du milieu par le support polymeére. Il faudra développer des
méthodes fiables d’analyse des vins, aprés 1’extraction des dérivés carbonylés, afin de
déterminer la présence de contaminants et de les identifier. Il sera nécessaire de trouver une

alternative si la contamination du milieu, apres 1’extraction, est avérée.

Un premier support d’extraction sera préparé par fonctionnalisation d’une résine

commerciale. Les conditions opératoires seront optimisées pour obtenir le plus de fonctions
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extractives possibles sur le support. Les capacités du support a extraire les dérivés carbonylés
seront vérifiées sur des solutions modeéles du vin. La présence de contaminants dans les
solutions apres I’extraction sera recherchée en utilisant des méthodes de dosage spécifiques et
fiables. En I’absence de contaminants, ce support pourra étre utilisé dans du vin. Dans le cas

contraire, il sera indispensable de mettre au point un nouveau support d’extraction.

58






Partie B :

Résultats expérimentaux







Chapitre 1 :
Fonctionnalisation de résines
sulfoniques et utilisation comme

support d’extraction







Chapitre 1 : Fonctionnalisation de résines sulfoniques et utilisation comme support d’extraction

Le chapitre bibliographique a permis de sélectionner le type de support solide pouvant étre
employé pour I’étude: les polymeéres organiques poreux qui présentent les propriétés
physiques et chimiques requises pour une extraction en phase solide. Un agent d’extraction
ayant, lors des travaux antérieurs, prouvé son efficacité a été sélectionné : il s’agit de la
sulfonylhydrazine. L’obtention de fonctions greffées sur support polymere peut étre réalisée
selon deux voies :

- fonctionnalisation d’un support préformé.

- polymérisation de monomeéres fonctionnels.
Nous discuterons dans cette partie des résultats obtenus par fonctionnalisation d’un support

commercial.

I- Fonctionnalisation de résines sulfoniques commerciales

Le greffage de la fonction sulfonylhydrazine peut étre réalisé a partir de résines sulfoniques
¢changeuses d’ions disponibles dans le commerce [112]. Les résines sulfoniques ont été
sélectionnées comme support de fixation de la fonction sulfonylhydrazine car leur utilisation

est autorisée dans les vins pour la stabilisation tartrique des vins [113].

I. 1. Les résines échangeuses d’ions

I. 1. 1. Structure

Les résines échangeuses d’ions sont des solides insolubles ayant la capacité de pouvoir
échanger, de maniere steechiométrique, les ions qu’elles contiennent avec les ions présents
dans la solution dans laquelle elles sont plongées. Ces résines sont constituées d’un réseau
macromoléculaire hydrophobe sur lequel sont fixés des groupements actifs ionisés compensés
par des ions libres appelés contre-ions [114] [115]. Le réseau macromoléculaire forme le
squelette de la résine et lui confére sa tenue mécanique. Les groupements fonctionnels
conférent a la résine la propriété d’échangeuse d’ions.

Il existe deux catégories de résines échangeuses d’ions en fonction de la nature des groupes

fonctionnels fixés sur la résine :
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- les résines cationiques faiblement ou fortement acides qui échangent des cations.
Les groupements fonctionnels fixés sur la résine sont anioniques (sulfonate,
phosphate, carboxylate).

- les résines anioniques faiblement ou fortement basiques qui échangent des anions.
Les groupements fonctionnels fixés sur la résine sont cationiques (ammonium

quaternaire).

Dans le cadre de cette étude, des résines cationiques fortement acides ont été utilisées : les

résines sulfoniques qui échangent leurs cations (Figure 35) :

Figure 35: Principe d 'une résine sulfonique échangeuse d’ions

I. 1. 2. Synthese

Les résines échangeuses d’ions sont généralement obtenues en deux étapes. La
copolymérisation en suspension de styréne avec du DVB permet la synthése du squelette des
résines sulfoniques. Le DVB est utilis€ en tant qu’agent de réticulation pour créer des
ramifications entre les chaines linéaires de polystyréne et rendre le support insoluble. Le
support obtenu, de forme sphérique, peut ensuite étre sulfoné par réaction avec de ’acide

sulfurique ou de I’acide chlorosulfonique [96] (Figure 36).
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HG HC ——HC —CH,—CH——CH,—

|
/CH

——CH—CH,

l H,80,

——HC ——CH,—CH——CH, —

[

——CH—CH,

Figure 36: Synthése d’'une résine sulfonique

Les résines échangeuses d’ions ont largement été développées et sont disponibles dans le
commerce chez différents fournisseurs. La Rohm & Haas Company est une entreprise
américaine commercialisant divers copolymeres de styréne/DVB sous 1’appellation
Amberlite® et Amberlyst®. Cette entreprise a été rachetée en 2009 par The Dow Chemical
Company, un géant mondial dans la fabrication et la distribution de produits chimiques qui
commercialise des résines échangeuses d’ions sous ’appellation Dowex®. Une large gamme
de résines sulfoniques est disponible dans le commerce avec des structures différentes

(Tableau 11).
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Capacité
Nom Fonction Taille des P
Fournisseur ‘ Structure o . volumique
commercial chimique billes (um)
(meg/mL)
Amberlite® | Styréne/DVB .
IR0 | SOs’H 300-1000 1,9
ge
Rohm & Amberlite® | Styréne/DVB .
SO3;Na 25-150 -
Haas IRP 69 macroporeuse
Amberjet® | Styréne/DVB .
1200 | SOs’H 500-800 1,8
ge
Dowex®
Styréne/DVB .
Monospheres SOsH 600-700 2
The Dow gel
650 C
Chemical
Dowex® Styréne/DVB .
SOs’H 37-74 1,7
50WX8 gel

Tableau 11: Exemples de résines sulfoniques disponibles dans le commerce

L. 1. 3. Propriétés des résines sulfoniques

Les propriétés d’une résine échangeuse d’ions dépendent de sa structure qui est fonction des

conditions de synthése. Trois caractéristiques particuliéres vont avoir une influence sur le

comportement de la résine : la taille des billes, le taux de réticulation et le taux de

fonctionnalisation.

- La taille des billes

La taille et la forme des particules obtenues dépendent des conditions de fabrication. La

polymérisation en suspension permet d’obtenir des résines de forme sphérique dont le

diametre va dépendre de la vitesse d’agitation, de la concentration en monomeéres et de la

quantité de phase aqueuse. Il est possible de moduler ces facteurs en fonction de la taille des

résines que 1’on veut obtenir.
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- Le taux de réticulation

L’introduction de DVB permet de réticuler le support le rendant insoluble et mécaniquement
stable. Le taux de réticulation correspond au pourcentage molaire de DVB introduit dans le
mélange initial pour réaliser la polymérisation [116]. Ce taux varie en régle générale entre 1 et
12 % molaire et détermine la porosité de la résine : les résines de types gel présentent un taux
de réticulation compris entre 1 et 2 % alors que les résines macroporeuses ont un taux de

réticulation variant de 8 a 12 %.

- La capacité d’échange ionique

D’un point de vue pratique, les résines échangeuses d’ions peuvent étre considérées comme
un réservoir de contre-ions préts a étre échangés. Par conséquent, la teneur en contre-ions
dans la résine est une caractéristique importante a connaitre. La capacité d’échange ionique
correspond au nombre de contre-ions présents pour une quantité donnée de résine. Il s’agit du
nombre de moles d’ions monovalents théorique que peut fixer la résine [115]. La capacité
d’échange ionique, dans le cas des résines sulfoniques, dépend des conditions de sulfonation
du support polymere. Pour la suite de 1’étude, une résine ayant un taux important de groupes
acide sulfonique sera sélectionnée. On espére ainsi obtenir un taux élevé de fonctions

sulfonylhydrazine aprés la fonctionnalisation.

Dans ce travail, une résine sulfonique a été utilisée pour fixer la fonction sulfonylhydrazine

sur un support solide.

I. 2. Voies de greffage de la fonction sulfonylhydrazine
Le greffage de la fonction sulfonylhydrazine sur un support polymere a été effectué¢ sur des

résines sulfoniques de type Dowex® 650 C commerciales, dont les caractéristiques sont

données dans le Tableau 12.
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Diamétre des Taux de Capacité
Nom de la Structure de ) ) ) )
‘ ‘ billes réticulation @ volumique ®
résine la résine @ .
(um) @ (% molaire) (meg/mL)
Dowex
Styréne/DVB
monosphere | 500-700 8 2
e
650 C s

(a) : données du fournisseur

Tableau 12 : Caracteristiques de la résine Dowex® 650 C

Ces résines sulfoniques ont été retenues pour plusieurs raisons :
- prix raisonnable
- taille adaptée a la SPE

- utilisation alimentaire autorisée par la FDA (Food and Drug Administration)

Pour réaliser le greffage de la fonction sulfonylhydrazine sur les résines sulfoniques, plusieurs

méthodes sont décrites dans la littérature [112] (Figure 37).

NH,NH, . H,0

Figure 37 : Greffage de la fonction sulfonylhydrazine sur support

I. 2. 1. Voie de greffage utilisant 1’acide chlorosulfonique
Le greffage des fonctions sulfonylhydrazine peut étre effectué par traitement des résines

sulfoniques avec de 1’acide chlorosulfonique puis avec de I’hydrate d’hydrazine selon une

fonctionnalisation en deux étapes (Figure 38) [117] [118].
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HSO;CI (3 eq)
O SOH ———» O SO,Cl
1 h,80 °C

NH,NH, . H,0 (4 eq)

4h,0°C

O SONHNH, + H,0

Figure 38 : Greffage de la fonction sulfonylhydrazine par la voie utilisant de [’acide

chlorosulfonique

Le rendement moyen de fonctionnalisation, lorsque cette voie de synthése est utilisée, est de
60 %. Les conditions expérimentales sont assez dures ce qui fragilise les supports qui sont

parcourus de fissures ou sont cassés.

I. 2. 2. Voie de greffage utilisant le chlorure de thionyle

Le greffage des fonctions sulfonylhydrazine sur les résines sulfoniques peut étre réalisé par
traitement avec du chlorure de thionyle puis avec de I’hydrate d’hydrazine [119] [120]
(Figure 39). La premicre étape nécessite généralement I’activation de la fonction acide par de
la pyridine [47]. Dans notre cas, ce composé pouvant étre un facteur de pollution,
I’expérience sera réalisée sans pyridine. Le temps de réaction sera allongé et un exces de

chlorure de thionyle sera employé¢.
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SO,Cl (5 eq), DMF

48 h, TA

NHzNHZ . H20 (6 eq)

4h,0°C

O SOQNHNH2+ H,0

Figure 39 : Greffage de la fonction sulfonylhydrazine par la voie utilisant du chlorure de
thionyle

Le rendement de fonctionnalisation obtenu, en utilisant cette voie de synthése, est de 1’ordre
de 60 %. L’utilisation du chlorure de thionyle ne fragilise pas le support qui reste intact en fin

de réaction.

Les voies de synthése utilisant de I’acide chlorosulfonique ou du chlorure de thionyle
présentent quelques inconvénients. Elles utilisent des dérivés chlorés et des solvants tels que
le DMF qui sont connus pour leur toxicité.

Ces voies de synthése n’ont finalement pas été retenues dans le cadre de cette ¢étude, afin
d’utiliser le moins de composés toxiques possible. Une nouvelle voie de synthése en une seule

étape a été développée faisant intervenir un chauffage par micro-ondes.

I. 2. 3. Voie directe de greffage

L’utilisation des micro-ondes comme source d’énergie pour les réactions chimiques a été

largement étudiée durant ces dernicres années [121] (Figure 40).
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Figure 40 : Réacteur de micro-ondes disponible au laboratoire

La chimie sous micro-ondes est de plus en plus utilisée car elle est simple a mettre en ceuvre,
rapide, sélective et présente de nombreux avantages [122].

Le chauffage classique utilise un four ou un bain d’huile et chauffe les parois du réacteur par
conduction ou convection. Le centre de 1’échantillon prend plus de temps a atteindre la
température espérée surtout si I’échantillon est de grande taille. A I’inverse, 1’utilisation des
micro-ondes permet un chauffage au cceur de la matiere de fagon uniforme et sans chauffer le
four entier, ce qui permet de faire des économies d’énergie et d’atteindre la température

souhaitée plus rapidement [123] (Figure 41).
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1

Chauffage classique Chauffage sous micro-ondes

Figure 41 : Différence de transfert de chaleur entre le chauffage classique et le chauffage

sous micro-ondes

L’activation micro-ondes permet d’accélérer de fagcon considérable certaines réactions
chimiques. Elle permet de réaliser des réactions chimiques dans des conditions plus
« propres » que le chauffage thermique, notamment en limitant ’utilisation de solvants.
D’autre part, il est possible que les rendements obtenus en utilisant le chauffage sous micro-
ondes soient meilleurs que ceux obtenus en utilisant le chauffage dit « classique » [124]
[125].

Le chauffage par micro-ondes, associé a la synthése sur support solide, peut étre un moyen de
s’affranchir de I’utilisation de réactifs toxiques et de réaliser les réactions chimiques, dans les
meilleurs cas, en utilisant le moins de solvants possibles voire pas du tout. Cette approche de

la synthése chimique s’inscrit dans 1’un des principes de la chimie verte [126].
L’activation thermique par micro-ondes a ét¢ utilisée afin de greffer directement la fonction

sulfonylhydrazine sur les résines sulfoniques de type Dowex monospheres 650 C, sans passer

par un intermédiaire chloré (Figure 42).
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NH,NH, . H,0 (2 eq)
O SOgH O SONHNH, + H,0
Micro-ondes, 250 W

30 min, 50 °C
Figure 42 : Greffage de la fonction sulfonylhydrazine par activation thermique sous micro-

ondes

Lors de travaux antérieurs [71], un rendement de fonctionnalisation de 66 % a été obtenu en

utilisant cette approche. Cette voie de synthese a été retenue pour fonctionnaliser les supports.

I. 2. 4. Analyse des supports
1 2. 4. a. Détermination du taux de fonctions acide sulfonique

Une méthode de titration acido-basique a été employée pour déterminer la quantité de
fonctions SOs;H présentes sur la résine sulfonique [127]. Les résines sont placées dans une
solution aqueuse de sulfate de sodium : un hydrogénosulfate de sodium est formé selon

I’équation suivante :

SOH + Na,80, ————» O—SOSNa + NaHSO,

L’hydrogénosulfate de sodium obtenu est dosé en retour par une solution aqueuse de soude en
présence d’un indicateur coloré (la phénolphtaléine). L’équivalence est atteinte lorsque la

solution devient rose.

NaHSO, + NaOH — > Na,SO, + H,0

1 2. 4. b. Détermination du taux de fonctions sulfonylhydrazine greffées

La validation du greffage de la fonction sulfonylhydrazine est importante. Une méthode fiable
et sélective permettant de déterminer la quantité de fonctions sulfonylhydrazine fixées sur le
support apres la fonctionnalisation du support a été développée [112]. La réaction entre la

sulfonylhydrazine et de I’hypochlorite de sodium provoque un dégagement gazeux d’azote.
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O*SOWHNHZ + 2 NaOCl ———» O*SOsH + N, + 2 NaCl

Ce dégagement gazeux peut étre quantifié¢ a I’aide d’une burette a gaz (partie expérimentale).

I. 3. Optimisation des conditions opératoires de la fonctionnalisation

Parmi les différentes méthodes d'optimisation systématiques des conditions opératoires
développées, la méthode du simplexe (« self-directing method ») a semblé étre la plus
attrayante car elle est mathématiquement simple et facile a mettre en ceuvre [128]. Cette
méthode a d’ailleurs trouvé de nombreuses applications en biochimie [129], en chimie des
matériaux [130], en chimie analytique [131] et en synthése organique [132].

Le procédé¢ d'optimisation par la méthode du simplexe est une stratégie qui permet de
localiser rapidement et efficacement la région de l'optimum réactionnel en faisant varier
simultanément toutes les variables [133]. Un simplexe est une figure géométrique définie par
un certain nombre de points (expériences) not¢ p dans un espace a p-/ dimensions (variables).
Le procédé du simplexe se déroule en plusieurs étapes :

- la premiere étape consiste a réaliser un ensemble d’expériences représentant une
figure géométrique en fonction du nombre de variables jugées intéressantes. La figure est un
triangle pour deux variables, un tétracdre pour trois variables et un simplexe (un triangle
multidimensionnel) pour quatre variables ou plus.

- la seconde étape consiste a identifier 1’expérience qui a produit le pire résultat une
fois que I’ensemble des expériences a été réalisé.

- la troisiéme étape consiste a éliminer I’expérience donnant le pire résultat et la
remplacer par une nouvelle expérience selon une regle définie. Dans cette étude, les
conditions opératoires de la nouvelle expérience ont été obtenues en faisant un calcul : pour
chaque variable, on calcule le double de la moyenne des valeurs donnant les meilleurs
résultats et on soustrait la valeur donnant le plus mauvais résultat [ 134].

Lorsque cette expérience de remplacement a été exécutée, le plus mauvais point de la
nouvelle série est identifié¢ et éliminé encore. Cela continuera jusqu'a ce qu'aucune autre

amélioration ne soit observée.
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Pour procéder a l'optimisation, il est d'abord nécessaire de sélectionner les parameétres qui sont
susceptibles d'avoir la plus grande influence sur le rendement de la réaction. Dans notre cas,
quatre parameétres ont €été retenus : la température de réaction (T), le temps de réaction (t), le
pH de la solution aqueuse et le rapport molaire entre I'hydrate d’hydrazine et 1’acide
sulfonique supporté sur un polymere (R). Des limites ont été imposées sur chaque parametre
afin de ne pas atteindre des conditions de réaction trop drastiques. Les limites imposées du
systéme choisi sont les suivantes : 30 °C<T<200°C; I5min<t<120 min; 0 <pH <14 ;

I <R <4.

Le systéme ayant quatre variables, le simplexe va débuter par une série de cinq expériences
menées au hasard tout en respectant les limites imposées pour chaque variable. La quantité de
sulfonylhydrazine greffée sur le support ainsi que la quantité d’acide sulfonique restant sur le
support ont ét¢ déterminées pour chaque expérience et le rendement a été calculé. Les

résultats obtenus sont rapportés dans le Tableau 13.

Parameétres Résultats
SO,NHNH, SOsH
Expérience T t Rendement
pH R Greftée Restant
(°C)  (min) (o)
(mmol/g) (mmol/g)
1 50 30 9 2 3,47 1,01 77,1+£0,8
2 70 50 9 3 3,10 1,41 68,9 £ 0,7
3 30 50 9 1 2,88 1,63 64,0 £ 0,6
4 100 90 7 4 3,51 1,00 78,0 £ 0,8
5 120 15 4 2 3,24 1,28 72,0 £0,7

Tableau 13 : Résultats des expériences initiales du simplexe réalisées au hasard

Le plus mauvais taux de fonctionnalisation des supports est de 2,88 mmol de

sulfonylhydrazine par gramme de support. Ce résultat est obtenu en appliquant les conditions
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opératoires de I’expérience 3. Cette expérience sera ¢liminée et remplacée par un nouveau

point en effectuant le calcul selon Hendrix [134] (Tableau 14) :

Paramétres expérimentaux

Expérience T t
pH R
(°O) (min)

1 50 30 9 2

2 70 50 9 3

3 30 15 2 1

4 100 90 7 4

5 120 15 4 2

Somme des quatre meilleures valeurs (1, 2, 4, 5) 340 185 29 11
Moyenne des quatre valeurs 85 46,25 7,25 2,75

2 x moyenne des quatre valeurs 170 92,5 14,5 5,5
Moins le plus mauvais point (point 3) -30 - 15 -2 -1
Nouvelle expérience (6) 140 77,5 12,5 4,5

Tableau 14 : Identification et remplacement de la plus mauvaise expérience

Cette méthode est répétée plusieurs fois jusqu'a ce qu’il n’y ait plus d’amélioration du

rendement (Tableau 15).
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Paramétres expérimentaux Résultats
SO,NHNH; SOsH
Expérience t T Rendement
pH R Greftée Restant
(min) (°O) %
(mmol/g) (mmol/g)
6 78 140 12 4,5 3,64 0,78 80,9 £ 0,8
7 57 135 7 3,25 3,78 0,74 84,0+ 0,8
8 112.5 93 14 4,9 3,87 0,64 86,0 £ 0,9
9 139 184 11 6,3 3,29 1,21 73,1+£0,7
10 103,5 175 14 5,5 3,92 0,60 87,1 +£0,9
11 86 172 14 5,0 3,56 0,96 79,1+ 0,8
12 46,5 207 13 3,9 3,87 0,64 86,0 £ 0,9
13 26 62 11 2,12 3,83 0,71 85,1 +0,8
14 75 145 14 442 3,38 1,03 75,1 +£0,7

Tableau 15 : Ensemble des conditions opératoires calculées pour le simplexe

Les rendements des réactions de fonctionnalisation sont inscrits dans une gamme comprise
entre 73 et 87 %. Le simplexe a été arrété a I’expérience 14 car les rendements n’étaient plus
améliorés. Les meilleurs taux de fonctionnalisation sont de 3,92 mmol de sulfonylhydrazine
par gramme de support, 3,87 mmol de sulfonylhydrazine par gramme de support et de 3,83
mmol de sulfonylhydrazine par gramme de support respectivement obtenus avec les
expériences 10, 12 et 13. L’expérience 13 permet d’obtenir le meilleur compromis avec un
rendement de 85 % pour un temps de réaction de 26 minutes, une température de 62 °C, un
pH de 11 et un rapport molaire de 2,12. Les conditions opératoires de I’expérience 13 ont été
retenues pour fonctionnaliser les résines sulfoniques. Cette expérience a été répétée cinq fois
et la moyenne des valeurs permet de déterminer un taux 3,70 £+ 0,04 mmol de

sulfonylhydrazine par gramme de support.
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Les billes fonctionnalisées obtenues ont été observées au microscope €lectronique a balayage

(MEB) (Figure 43).

MFB 0047 2013/01/16 L D2,4 x100 1 mm

Dowex 650 C

Figure 43 : Microphotographie MEB de la surface des résines sulfoniques fonctionnalisées

Les billes sont sphériques avec un diamétre moyen de 500 pum. La fonctionnalisation ne

détériore pas les billes dont les surfaces sont lisses.

Les taux de gonflement de la résine sulfonique commerciale et de la résine fonctionnalisée
avec de I’hydrazine par activation sous micro-ondes ont été évalués a I’aide d’une burette
graduée. Un mélange eau-éthanol (88 : 12) a été utilisé comme solvant afin de reproduire un

milieu hydroalcoolique. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 16.

Support Taux de gonflement (%)
Résine sulfonique commerciale 40
Résine fonctionnalisée 36

Tableau 16 : Taux de gonflement de la résine sulfonique avant et apres fonctionnalisation

Les deux supports présentent un taux de gonflement proche. La fonctionnalisation par
I’hydrazine n’a pas modifié le comportement du support dans le solvant utilisé. La capacité

des supports a gonfler en milieu hydroalcoolique facilitera ’accessibilité des fonctions

74



Chapitre 1 : Fonctionnalisation de résines sulfoniques et utilisation comme support d’extraction

sulfonylhydrazine. La solution diffusera a travers le support et la réaction d’extraction des
dérivés carbonylés sera favorisée.

La capacité de ce support a extraire les dérivés carbonylés doit maintenant étre vérifice.

II- Cinétiques d’extraction des dérivés carbonylés en solution

modéle

Le vin est une solution complexe contenant une grande diversité de composés chimiques. I1
contient une grande quantit¢ de dérivés carbonylés, de nombreux sucres et des composés
responsables de la couleur tels que les anthocyanes. Avant de travailler directement avec du
vin, I’étude de I’extraction des dérivés carbonylés par un support solide a été réalisée sur des
solutions modeles du vin. Il s’agit de solutions hydroalcooliques constituées d’un mélange
eau-¢thanol (88 : 12), contenant des concentrations connues de dérivés carbonylés, et dont le
pH est ajusté a 3,5 (pH du vin). Leur composition est simplifiée ce qui rend I’analyse et
I’interprétation des résultats plus faciles.

La vérification de I’efficacité du support d’extraction a été réalisée sur des solutions modeles
contenant d’une part I’éthanal, I’acide pyruvique et I’acide 2-oxoglutarique introduits
individuellement, puis sur une solution mode¢le contenant un mélange des trois dérivés
carbonylés. Il a été possible d’analyser le comportement de chaque dérivé carbonylé vis-a-vis
de la sulfonylhydrazine greffée sur support mais également de déterminer si I’extraction des
dérivés carbonylés était possible dans un mélange avant d’appliquer la méthode au vin.

Pour I’ensemble de 1’étude avec la fonction sulfonylhydrazine, quatre solutions modeles
contenant 3,70 mmol/L. de dérivés carbonylés ont été préparées. La composition de chaque

solution est détaillée dans le Tableau 17.
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Ethanal Acide pyruvique | Acide 2-oxoglutarique
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Ethanal seul 3,70 0 0
Acide pyruvique seul 0 3,70 0
Acide 2-
. 0 0 3,70
oxoglutarique seul
M¢élange des trois
1,35 1,25 1,10
composes
Tableau 17 : Composition des solutions modeles mises en contact avec la fonction

sulfonylhydrazine

I1. 1. Extraction des dérivés carbonylés en absence de SO,

Les solutions modeles ont été mises en contact avec les supports. Un rapport molaire
[sulfonylhydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1 a été utilisé. Le mélange a été laissé a
température ambiante sans agitation. Un aliquot a été prélevé a intervalles de temps réguliers

et analysé.

II. 1. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’éthanal seul sont présentés sur le

Graphique 1.
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35
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Graphique 1 : Evolution de la concentration en éthanal (en absence de SO;) en fonction du

temps

L’¢éthanal, seul présent en solution modele, est rapidement extrait du milieu. Au bout de 15
minutes, la concentration en éthanal a diminué de 80 %. Un palier est atteint au bout de 90

minutes avec 10 % d’éthanal restant dans le milieu.

II. 1. 2. Extraction de I’acide pyruvique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’acide pyruvique seul sont présentés

sur le Graphique 2.
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Graphique 2 : Evolution de la concentration en acide pyruvique (en absence de SO;) en

fonction du temps
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Une diminution de la concentration en acide pyruvique est observée. Un équilibre est établi au
bout de 90 min de mise en contact entre la solution et le support. Il reste 20 % d’acide

pyruvique dans le milieu.

II. 1. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique seul sont

présentés sur le Graphique 3.
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Graphique 3 : Evolution de la concentration en acide 2-oxoglutarique (en absence de SO;)

en fonction du temps

La concentration en acide 2-oxoglutarique baisse au contact du support. Le temps nécessaire
pour obtenir une extraction optimale est de 90 min. L’efficacité d’extraction, de 70 %, est

moins importante que dans les cas des deux autres dérivés carbonylés étudiés.

I1. 1. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction des trois dérivés carbonylés sont présentés

sur le Graphique 4.
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Graphique 4 : Evolution de la concentration des trois dérives carbonylés présents dans une

méme solution (en absence de SO;) en fonction du temps

Une diminution de la concentration des trois dérivés carbonylés est observée. L’équilibre est
atteint au bout de 90 min. Au dela de ce temps, les concentrations ne varient plus. La
concentration en éthanal a diminué de 85 % tandis que 54 % d’acide pyruvique et 76 %
d’acide 2-oxoglutarique ont été extraits. L’éthanal est le composé le plus efficacement extrait

dans ce cas.

II. 1. 5. Bilan des extractions

L’extraction de I’éthanal, de I’acide pyruvique et de l’acide 2-oxoglutarique, seuls ou
mélangés en solution, peut é&tre réalisée avec le support fonctionnalis¢ par Ia
sulfonylhydrazine.

Le temps nécessaire pour obtenir une extraction optimale des composés carbonylés, dans tous
les cas étudiés, est de 90 min.

La présence d’un rapport molaire [sulfonylhydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1 donne de
bons résultats. Il sera intéressant d’étudier I’influence de la quantité de fonctions extractives

sur D’efficacité d’extraction.
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I1. 2. Extraction des dérivés carbonylés en présence de SO,

Les quatre solutions modéles contiennent les mémes concentrations en dérivés carbonylés que
précédemment. A chaque solution modéle, une dose de SO, a été ajoutée afin d’obtenir une
concentration en SO; total de 2,80 mmol/L (180 mg/L). Cette concentration a été déterminée
par la méthode du TL50 [135]. Le TL50 est la teneur en SO; total nécessaire pour avoir une
teneur en SO, libre de 50 mg/L (0,78 mmol/L). Cette teneur est connue en réalisant une
méthode des ajouts dosés et en tragant la courbe de 1’évolution de la concentration en SO,

total en fonction de la concentration en SO, libre (partie expérimentale).

II. 2. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’éthanal en présence de SO, sont

présentés sur le Graphique 5.
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Graphique 5 : Evolution de la concentration en [’éthanal seul (en présence de SO;) en

fonction du temps

La concentration en éthanal a diminué. L’extraction de ce composé, en présence de SO, est
possible. L’équilibre qui s’établit entre 1’éthanal et le SO, peut étre déplacé. Le temps
nécessaire pour une extraction optimale est de 90 min. Il reste 22 % d’éthanal dans le milieu
(contre 10 % en absence de SO,). L’efficacité d’extraction diminue légérement en présence de

dioxyde de soufre.
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II. 2. 2. Extraction de I’acide pyruvique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de I’acide pyruvique en présence de SO,

sont présentés sur le Graphique 6.
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Graphique 6 : Evolution de la concentration en acide pyruvique (en présence de SO;) en

fonction du temps
Une baisse de la concentration en acide pyruvique est observée. L’équilibre entre le SO, et
I’acide pyruvique peut étre déplacé. Un palier est atteint au bout de 90 min avec 75 % d’acide

pyruvique extrait du milieu (contre 80 % en absence de SO,). La présence de dioxyde de

soufre ne diminue pas de facon significative I’efficacité d’extraction de I’acide pyruvique.

II. 2. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de ’acide 2-oxoglutarique en présence de

SO, sont présentés sur le Graphique 7.
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Graphique 7 : Evolution de la concentration en acide 2-oxoglutarique (en présence de SO,)

en fonction du temps

La concentration en acide 2-oxoglutarique diminue au contact du support. Le temps
nécessaire pour obtenir le maximum d’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique est de 90 min. Il
reste 35 % de ce composé en solution. L’équilibre qui s’établit entre le SO, et ’acide 2-

oxoglutarique peut, comme pour les deux autres composés, étre déplacé.

II. 2. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction des trois dérivés carbonylés en présence

de SO; sont présentés sur le Graphique 8.
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Graphique 8 : Evolution de la concentration des trois dérivés carbonylés présents dans une

méme solution (en présence de SO;) en fonction du temps

La concentration des trois dérivés carbonylés a diminué aprés mise en présence du support
d’extraction. Bien qu’une partie de ces dérivés carbonylés soit combinée au SO,, il est
possible de déplacer les équilibres formés avec ce dernier pour permettre I’extraction. Au dela
de 90 min, les concentrations en composés carbonylés ne varient plus, un équilibre est donc
atteint. Il reste 30 % d’éthanal, 50 % d’acide pyruvique et 35 % d’acide 2-oxoglutarique.
L’efficacité globale d’extraction est de 62 %. La présence de SO, diminue légerement

P’efficacité d’extraction.

II. 2. 5. Bilan des extractions

L’extraction des dérivés carbonylés, qu’ils soient seuls ou en mélange, est possible en
présence de SO,. Dans ce cas, I’efficacité est légerement réduite par rapport aux résultats
obtenus lorsque le SO, est absent. Le temps nécessaire pour atteindre un équilibre est de

90 min. Pour la suite de 1’étude avec ce support, les temps de mise en contact entre le support

et la solution ont été fixés a 3 h.
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III- Influence du rapport molaire [sulfonylhydrazine] / [dérivés

carbonylés]| et du mode d’extraction choisi

Deux méthodes d’extraction ont été envisagées. L’extraction en mode statique est réalisée en
laissant les flacons contenant la solution modele et les résines sans aucune agitation pendant

3 h. L’extraction en mode dynamique est effectuée par percolation de la solution modéle a
travers une cartouche contenant les résines a 1’aide d’une pompe péristaltique. Lors des
extractions en mode statique, plusieurs rapports molaires [sulfonylhydrazine] / [dérivés
carbonylés] seront utilisés afin de déterminer 1’influence du rapport molaire sur 1’efficacité

d’extraction des dérivés carbonylés.

I1I. 1. Extraction des dérivés carbonylés en absence de SO,

III. 1. 1. Extraction en mode statique

L’extraction en mode statique a été réalisée sur une solution modele contenant les trois
dérivés carbonylés. La concentration totale en dérivés carbonylés est de 3,70 mmol/L (1,35
mmol/L d’éthanal + 1,25 mmol/L d’acide pyruvique + 1,10 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique).
Trois essais ont été effectués et pour chaque essai, un rapport molaire [sulfonylhydrazine] /
[dérivés carbonylés] différent a été utilisé :

- témoin : rapport molaire = 0

- essai | : rapport molaire = 1

- essai 2 : rapport molaire = 1,5

- essai 3 : rapport molaire = 2
Le temps de mise en contact pour tous les essais est de 3 h. Les résultats de 1’extraction des

dérivés carbonylés en mode statique, en utilisant différentes concentrations des fonctions

extractives sont rassemblés dans le Tableau 18.
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Témoin

Essai 1

Essai 2

Essai 3

Concentration
finale en éthanal

(mmol/L)

1,35+ 0,04

0,05+ 0,01

0,05+ 0,01

0,05+ 0,01

Efficacité
d’extraction de

I’éthanal (%)

96 + 3

96 + 3

96 +3

Concentration
finale en acide
pyruvique
(mmol/L)

1,25+ 0,04

0,25 +0,03

0,19+ 0,02

0,16 + 0,01

Efficacité
d’extraction de
I’acide pyruvique

(%)

80+3

85+3

87+3

Concentration
finale en acide 2-
oxoglutarique

(mmol/L)

1,10+ 0,03

0,25+ 0,02

0,21 £0,01

0,12 +£0,01

Efficacité
d’extraction de
I’acide 2-

oxoglutarique (%)

77+3

81+3

89+3

Total des dérivés
carbonylés

restants (mmol/L)

3,70£0,11

0,55+ 0,02

0,45+ 0,01

0,33 £0,01

Efficacité
d’extraction

globale (%)

85

88

91

Tableau 18 : Résultats des extractions en mode statique des dérivés carbonylés en absence de

SO; avec différentes concentrations de fonctions extractives
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Les trois dérivés carbonylés ont été efficacement extraits quel que soit le rapport molaire
employé. L’utilisation d’un exces de fonctions extractives (rapport molaire = 2) n’améliore
pas Defficacité d’extraction de [’éthanal. Seules les efficacités d’extraction de 1’acide
pyruvique et de 1’acide 2-oxoglutarique ont été légerement améliorées. L’efficacité globale
d’extraction est comprise entre 85 et 91 %. Il ne semble pas nécessaire d’utiliser un exces de

fonctions extractives.

III. 1. 2. Extraction en mode dynamique

La deuxiéme méthode testée pour extraire les dérivés carbonylés consiste a faire percoler la
solution modéle a travers les résines immobiles, contenues dans une colonne a

chromatographie basse pression, grace a une pompe péristaltique (Figure 44).

Figure 44 : Montage expérimental de [’extraction en mode dynamique

Un litre de solution mod¢le contenant 3,70 mmol/L de dérivés carbonylés (1,35 mmol/L
d’éthanal + 1,25 mmol/L d’acide pyruvique + 1,10 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique) a été
préparé. La solution a été percolée a travers une colonne contenant 1 g de billes (3,70 mmol/g

de fonctions extractives ; rapport molaire = 1) a une vitesse de 100 mL/heure. Dix fractions de
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100 mL sont recueillies et analysées. Les résultats des mesures effectuées sont présentés sur le

Graphique 9.
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Graphique 9 : Extraction en mode dynamique des dérivés carbonylés en absence de SO,

La concentration en dérivés carbonylés a diminué dans les différentes fractions recueillies.
L’extraction des composés en mode dynamique est efficace. Dans les fractions n°® 1,2 et 3, la
concentration en dérivés carbonylés a diminué d’environ 77 %. L’extraction en mode
dynamique baisse en efficacité au fil des fractions recueillies.

La quantité totale de dérivés carbonylés extraits de 1 L de solution modele (10 fractions de
100 mL collectées) est de 1,37 mmol/L soit une efficacité d’extraction globale de 38 %. Ce
mode d’extraction est moins efficace que 1’extraction en mode statique qui permettait
d’obtenir une efficacité d’extraction de 85 % avec un rapport molaire = 1.

Il a été observé, lors de la percolation, que la solution modele suivait un trajet préférentiel.
Une partie des résines n’était pas au contact de la solution modéle. Cela pourrait expliquer
cette perte rapide d’efficacité d’extraction. Il est trés probablement possible d’améliorer la

méthode de percolation afin d’améliorer I’efficacité de 1’extraction.

I1I. 2. Extraction des dérivés carbonylés en présence de SO,
Apres avoir étudié I’influence du rapport molaire utilisé et du mode d’extraction (statique ou

dynamique) sur I’efficacité¢ d’extraction en absence de SO;, nous allons faire de méme en

présence de SO».
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III. 2. 1. Extraction en mode statique

Une solution comportant la méme concentration en dérivés carbonylés que dans le cas de
I’extraction en absence de SO; (1,35 mmol/L d’éthanal + 1,25 mmol/L d’acide pyruvique +
1,10 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique) a été préparée. Elle a été sulfitée afin d’obtenir 2,80
mmol/L (180 mg/L) de SO,.
Trois essais ont été effectués et pour chaque essai, un rapport molaire [sulfonylhydrazine] /
[dérivés carbonylés] différent a été utilisé :

- témoin : rapport molaire = 0

- essai | : rapport molaire = 1

- essai 2 : rapport molaire = 1,5

- essai 3 : rapport molaire = 2
Les résultats de 1’extraction des dérivés carbonylés en présence de SO,, en mode statique,

avec différentes concentrations des fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 19.
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Témoin

Essai 1

Essai 2

Essai 3

Concentration finale

en éthanal (mmol/L)

1,35+ 0,04

0,15+0,02

0,15+ 0,01

0,15+ 0,01

Efficacité d’extraction

de I’éthanal (%)

89+3

89+3

89+3

Concentration finale
en acide pyruvique

(mmol/L)

1,25+ 0,04

0,50 £ 0,03

0,42 £ 0,02

0,35+0,03

Efficacité d’extraction
de I’acide pyruvique

(o)

60+3

66+ 3

72 £3

Concentration finale
en acide 2-
oxoglutarique

(mmol/L)

1,10+ 0,03

0,30 £ 0,02

0,27 + 0,02

0,25+ 0,01

Efficacité d’extraction
de I’acide 2-

oxoglutarique (%)

73+3

75+3

77 +£3

Total des dérivés
carbonylés restants

(mmol/L)

3,70+ 0,11

0,95+ 0,03

0,84 £0,03

0,75+ 0,02

Efficacité d’extraction

globale (%)

74

77

80

Tableau 19 : Résultats des extractions en mode statique des deérivés carbonylés en présence

de SO; avec différentes concentrations de fonctions extractives

Les trois dérivés carbonylés ont été efficacement extraits quel que soit le rapport molaire
utilisé. L’utilisation d’un exceés de fonctions extractives améliore 1égérement 1’efficacité
globale d’extraction qui atteint 80 % avec un rapport molaire = 2 (contre 91 % en absence de

SO,). La présence de SO, diminue D’efficacité d’extraction. Il ne semble pas nécessaire

d’utiliser un excés de fonctions extractives.
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II1. 2. 3. Extraction en mode dynamique

Un litre de solution mode¢le contenant 3,70 mmol/L de dérivés carbonylés (1,35 mmol/L
d’éthanal + 1,25 mmol/L d’acide pyruvique + 1,10 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique) a été
préparé. La solution a été sulfitée a 2,80 mmol/L (180 mg/L) de SO,. Elle a été percolée a
travers une colonne a chromatographie basse pression contenant 1 g de résines (3,70 mmol/L
de fonctions extractives ; rapport molaire = 1) a une vitesse de 100 mL/heure. Dix fractions de
100 mL ont été recueillies et analysées.

Les résultats des mesures de 1’extraction des dérivés carbonylés en mode dynamique en

présence de SO, sont présentés sur le Graphique 10.
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Graphique 10 : Extraction des dérivés carbonylés en mode dynamique (en présence de SO,)

Une diminution de la concentration en dérivés carbonylés dans les différentes fractions
recueillies est observée. L’extraction est plus efficace dans les fractions n° 1, 2 et 3. Le
procédé¢ d’extraction en mode dynamique baisse en efficacité au fil des fractions recueillies.

La quantité totale de dérivés carbonylés extraits dans 1 L de solution mod¢le contenant du
SO; (10 fractions de 100 mL collectées) est de 1,20 mmol/L soit une efficacité d’extraction de
32 %. La présence de SO, ralentit 1égeérement 1’extraction des composés (38 % de composés
extraits en absence de SO;). Le mode d’extraction dynamique est moins efficace que le mode

d’extraction statique.

90



Chapitre 1 : Fonctionnalisation de résines sulfoniques et utilisation comme support d’extraction

I1I. 3. Conclusions

Le support fonctionnalis¢ avec la sulfonylhydrazine extrait efficacement les dérivés
carbonylés. En présence de dioxyde de soufre, I’extraction des dérivés carbonylés est
possible. Les équilibres chimiques s’établissant entre les composés carbonylés et le SO, sont
déplacés. La présence de dioxyde de soufre dans les solutions modeles diminue 1’efficacité
d’extraction.

Le mode d’extraction statique est facile a mettre en ceuvre et donne de bons résultats avec des
cinétiques de l’ordre de I’heure. L’extraction en mode dynamique doit étre optimisée.
L’ensemble de la résine n’est pas au contact de la solution modele qui emprunte un chemin
préférentiel. Une perte de I’efficacité d’extraction est alors observée.

Le support greffé avec la sulfonylhydrazine a été retenu en utilisant un mode d’extraction
statique.

Le recyclage de ce support a été étudié.
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IV. Recyclage du support apres extraction

L’objectif de 1’étude étant de synthétiser un support d’extraction a grande échelle en réduisant
au maximum les colts de fabrication, le recyclage des résines apres leur utilisation en tant que

support d’extraction des dérivés carbonylés a été envisagé.

IV. 1. Recyclage du support

A la fin de I’extraction des dérivés carbonylés, le support polymeére se retrouve greffé par une
fonction sulfonylhydrazone [136]. Notre souhait est de mettre au point une méthode
permettant de régénérer la résine sulfonique de départ. Elle pourra étre ensuite fonctionnalisée
a nouveau et réutilisée pour extraire les dérivés carbonylés. La régénération de la résine
échangeuse d’ions a été réalisée par un traitement avec une solution d’hypochlorite de sodium
(eau de javel) qui entraine un décrochage des dérivés carbonylés et un dégagement gazeux

d’azote [137] (Figure 45).
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Figure 45 : Régénération de la résine échangeuse d’ions

La quantité de fonctions SOsH disponibles sur le support est dosée apres la réaction. La teneur
obtenue est de 4,2 mmol/g de fonctions acide sulfonique contre 4,5 mmol/g sur le support de
départ. Le recyclage de la résine sulfonique est donc efficace.

La deuxiéme étape consiste a fonctionnaliser a nouveau la résine sulfonique régénérée afin de
fixer la fonction sulfonylhydrazine finale. La capacité du support recyclé a extraire les dérivés

carbonylés a été testée en solution modele.
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IV. 2. Fonctionnalisation de la résine recyclée et extraction des dérivés
carbonylés

La résine échangeuse d’ions régénérée a été fonctionnalisée sous activation micro-ondes dans
les mémes conditions que le support initial. Aprés analyse, le support contient 3,68 £ 0,05
mmol/g de fonctions sulfonylhydrazine et il reste 0,51 + 0,02 mmol/g de fonctions acide
sulfonique. Ces valeurs sont trés proches de celles obtenues lors de la fonctionnalisation de la
résine échangeuse d’ions commerciale. La capacité d’extraction des dérivés carbonylés par le
support recyclé a été testée.

L’extraction a été réalisée en mode statique sur une solution modele contenant 3,70 mmol/L
de dérivés carbonylés (1,35 mmol/L d’éthanal + 1,25 mmol/L d’acide pyruvique + 1,10
mmol/L d’acide 2-oxoglutarique). La solution a été sulfitée a 2,80 mmol/L de SO, Un rapport

molaire [sulfonylhydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1 a été employé (Tableau 20).

Témoin RM=1
Concentration finale en éthanal
1,35+ 0,04 0,35+0,01
(mmol/L)
Efficacité d’extraction de
- 74 +3
I’éthanal (%)
Concentration finale en acide
' 1,25+ 0,04 0,64 +0,02
pyruvique (mmol/L)
Efficacité d’extraction de ’acide
_ - 48 +3
pyruvique (%)
Concentration finale en acide 2-
. 1,10 £ 0,03 0,45 +0,02
oxoglutarique (mmol/L)
Efficacité d’extraction de ’acide
' - 59+3
2-oxoglutarique (%)
Total des dérivés carbonylés
3,70+ 0,11 1,44 + 0,04
restants (mmol/L)
Efficacité d’extraction globale 61
(%)

Tableau 20 : Résultats de l’extraction des dérivés carbonylés en mode statique (en présence

de SO,) avec la résine recyclée
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Le support recyclé permet d’extraire les dérivés carbonylés en présence de SO,. L’efficacité
globale du procédé avec la résine régénérée est de 61 % (contre 74 % avec le support initial).
Le recyclage provoque une perte d’efficacité du support.

Il est maintenant nécessaire de s’assurer que ce support ne libére pas de contaminants dans le

milieu.

V. Etude des contaminants présents en solution apres extraction

11 est primordial pour le développement du projet que les solutions modeles soient exemptes
de tout contaminant apres 1’extraction.

Le principal contaminant pouvant é&tre retrouvé dans le milieu aprés [’extraction est
I’hydrazine. Une méthode de détection de ’hydrazine a I’état de traces (de ’ordre de la

centaine de ppm) a donc été développée.

V. 1. Méthode de dosage de traces d’hydrazine

L’hydrazine présente plusieurs effets toxiques a faibles doses. Il est indispensable de pouvoir
la doser a I’état de traces. Plusieurs procédés sont décrits dans la littérature pour la
détermination de l'hydrazine, en utilisant différentes techniques d'analyse, telles que la
spectrophotométrie [138], la voltamétrie [139], la chromatographie en phase gazeuse [140], la
chimioluminescence [141]. La plupart de ces méthodes manquent de sensibilité ou nécessitent
I’utilisation d’instruments spécifiques et coliteux. Il nous a paru nécessaire de mettre au point
une méthode fiable, précise et simple a mettre en ceuvre pour doser 1’hydrazine a I’état de
traces en solution hydroalcoolique.

La méthode retenue fait intervenir le couple redox Cu/Cu®’, I’hydrazine et la 2,9-diméthyl-

1,10-phénanthroline encore appelée néocuproine (Figure 46) [76].
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Figure 46 : Structure de la néocuproine

Le Cu®’ est un puissant agent oxydant alors que 1’hydrazine est un puissant réducteur. Le Cu®"
forme un complexe cuivrique de couleur bleu avec la néocuproine (Nc). Ce complexe
cuivrique peut étre réduit par 1’hydrazine. Un complexe cuivreux de couleur jaune-orange,
absorbant spécifiquement a la longueur d’onde A = 450 nm est formé (Figure 47) [142]. La
quantité de complexe cuivreux formé est proprotionnelle a la quantité¢ d’hydrazine présente

dans le milieu.

+N,Hy —> n + N, + 4H*

Complexe cuivrique (bleu) Complexe cuivreux (jaune-orang¢)

Figure 47 : Principe du dosage des traces d’hydrazine avec la néocuproine

Le détail de la validation de cette méthode est donné en partie expérimentale.
Cette méthode de dosage a été retenue pour déterminer la présence de traces d’hydrazine

dans le milieu apres I’extraction des dérivés carbonylés.
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V. 2. Dosage de I’hydrazine dans les solutions modéles apreés extraction

Quatre solutions modéeles contenant 3,70 mmol/L de dérivés carbonylés ont été préparées. La

composition de chaque solution modele est détaillée dans le Tableau 21.

Acide 2-
Ethanal Acide pyruvique )
oxoglutarique
(mmol/L) (mmol/L)

(mmol/L)
Solution 1 3,70 0 0
Solution 2 0 3,70 0
Solution 3 0 0 3,70
Solution 4 1,35 1,25 1,10

Tableau 21 : Composition des solutions modeles analysées

Dans chaque solution, le support d’extraction a été ajouté afin que le rapport molaire soit égal
a 1. Les solutions et les résines ont ét¢ laissées en contact sans agitation pendant 3 h. Un
aliquot est prélevé a intervalles de temps réguliers. La quantit¢ d’hydrazine présente dans
chaque échantillon prélevé est dosée.

Les résultats sont présentés dans le Tableau 22.
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Concentration en Temps de réaction avant prélévement et analyse
hydrazine (ppm)
retrouvée dans : 0 15min 30min  45min  60min 90 min 120 min
123 125 124 126 127 127
Solution 1 0
+3 +2 +2 +3 +2 +4
119 121 123 122 124 123
Solution 2 0
+3 +2 +3 +2 +4 + 2
122 124 123 125 126 125
Solution 3 0
+2 +3 +3 +3 +4 +3
129 128 127 130 129 130
Solution 4 0
+5 +4 +4 +5 +4 +5

Tableau 22 : Evolution de la concentration en hydrazine retrouvée dans les solutions modeles

en fonction de la durée d’extraction

Au temps t = 0, les solutions modeles ne contiennent pas de support. Aucune trace
d’hydrazine n’est retrouvée dans le milieu.

En présence du support fonctionnalisé, une centaine de ppm d’hydrazine a été dosée dans
I’ensemble des fractions recueillies. Le support fonctionnalisé avec la sulfonylhydrazine est
donc une source de pollution des solutions modéles.

Lors de I’extraction des dérivés carbonylés, le support contamine le milieu en libérant de
I’hydrazine. Le temps de contact entre le support et la solution modele n’a pas d’influence sur

la concentration en hydrazine retrouvée dans le milieu.

L’influence de la quantité de fonctions extractives ajoutées lors de I’extraction des dérivés
carbonylés sur le taux de contamination a ensuite été étudiée. Les quatre solutions précédentes
ont été préparées et fractionnées. A chaque fraction d’'une méme solution a été ajoutée une
quantité¢ différente de fonctions extractives. Les mélanges ont été laissés sans agitation
pendant 3 h. La quantit¢ d’hydrazine présente dans chaque fraction a été dosée. Les résultats

obtenus sont présentés dans le Tableau 23.
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Concentration en | Rapport molaire [sulfonylhydrazine] / [dérivés carbonylés]

hydrazine (ppm

throuvée flla)lis ) : b ’
Solution 1 123+3 195+5 263+ 4
Solution 2 125+ 4 198 + 4 257+3
Solution 3 124 + 4 197+ 4 264+ 4
Solution 4 124 +3 199 + 4 262+3

Tableau 23 : Evolution de la concentration en hydrazine retrouvée dans les solutions modeles

en fonction du rapport molaire (temps de contact : 3 h)

Le taux de contamination en hydrazine augmente avec les quantités de fonctions extractives
ajoutées dans les solutions modeles.

La présence d’hydrazine retrouvée dans le milieu peut avoir deux causes. D’une part, il est
possible que le lavage des résines au soxhlet aprés la fonctionnalisation ne soit pas exhaustif.
D’autre part, le greffage de la fonction sulfonylhydrazine sur le support peut étre fragilisé par
les conditions d’extraction (milieu hydroalcoolique, pH acide) provoquant un décrochage de
la fonction hydrazine.

Une étude plus approfondie a été entreprise afin de déterminer 1’origine des taux élevés

d’hydrazine retrouvée dans le milieu.

V. 3. Recherche de la provenance de I’hydrazine relarguée

La provenance des quantités non négligeables d’hydrazine retrouvées dans les solutions
modeles a été recherchée. Plusieurs essais de lavage des résines en utilisant deux solvants
différents ont été réalisés. Lors de chaque lavage, les résines (5 g) ont été placées dans une
solution (100 mL) et laissées sans agitation a température ambiante. Chaque heure, les résines
ont ¢t¢ filtrées puis remises en suspension dans une solution fraiche. Chaque filtrat a été

recueilli puis analysé.

98



Chapitre 1 : Fonctionnalisation de résines sulfoniques et utilisation comme support d’extraction

V. 3. 1. Lavage avec une solution hydroalcoolique

Les résultats des analyses de chaque filtrat lors du lavage des résines avec une solution

hydroalcoolique sont présentés sur le Graphique 11.

Concentration en hydrazine
(ppm)
[\

1

0 -_—_777
&o\o'\,’\»‘bb‘%‘o‘\%q\p

N

Fractions de solution modéle analysées

Graphique 11 : Dosage de [’hydrazine apres lavage du support avec une solution

hydroalcoolique

La quantit¢ d’hydrazine retrouvée lors du lavage des résines avec une solution
hydroalcoolique est quasiment nulle. Seulement 4,5 + 0,2 ppm d’hydrazine ont été dosés lors
du lavage des résines avec un mélange eau-éthanol (contre 100 ppm dans les solutions
modeles apres extraction).

Le milieu hydroalcoolique n’est pas a I’origine de la contamination.

V. 3. 2. Lavage avec une solution hydroalcoolique acidifiée a pH = 3,5
Le deuxieme point a étudier consiste a vérifier ’influence du pH. Les lavages ont été réalisés

en utilisant une solution hydroalcoolique acidifiée a pH = 3,5 et les résultats des analyses sont

présentés sur le Graphique 12.

99



Chapitre 1 : Fonctionnalisation de résines sulfoniques et utilisation comme support d’extraction

180
160 +
140 + — —
120
100 H

Concentration (ppm)

1234567 8 91011121314151617181920212223242526272829
LavageapH=3,5

Graphique 12 : Dosage de [’hydrazine aprés lavage du support avec une solution

hydroalcoolique acidifiée

Les résultats obtenus montrent que les concentrations en hydrazine retrouvées en solution lors
de chaque lavage sont du méme ordre de grandeur que celles retrouvées dans les solutions
modeles aprés extraction (100-200 ppm). L’acidité de la solution semble étre la cause de la
contamination du milieu par I’hydrazine. Le taux de fonctions sulfonylhydrazine restant sur le
support apres les lavages successifs avec une solution hydroalcoolique acidifi¢e a été dosé. 11
reste 2,4 mmol/g de fonctions sulfonylhydrazine (contre 3,7 mmol/g sur le support de départ)
soit 35 % de fonctions hydrazine décrochées du support.

L’acidité provoque I’hydrolyse de la fonction sulfonylhydrazine [143]. La liaison soufre-azote
qui est faible avec une énergie de 68 kcal/mol est rompue [144]. La fonction acide sulfonique
est régénérée tandis que I’hydrazine est libérée dans le milieu ce qui est une source de

contamination des solutions modéeles (Figure 48).
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H30+ +

NH,NH,

Figure 48 : Mécanisme de I’hydrolyse acide de la fonction sulfonylhydrazine

Le support fonctionnalisé avec la sulfonylhydrazine ne peut donc pas étre utilisé pour extraire

les dérivés carbonylés dans le vin car il est source de contamination.

V1. Conclusions

La fonction sulfonylhydrazine a été fixée sur un support polymeére par modification d’une
résine sulfonique échangeuse d’ions disponible dans le commerce. Parmi les différentes voies
existant pour fonctionnaliser le support avec de 1’hydrazine, c’est la voie la plus « propre » et
la plus économique qui a été retenue. Elle est réalisée en utilisant un chauffage par micro-
ondes avec de 1’eau comme seul solvant. Les conditions opératoires ont ét¢ améliorées en
utilisant une méthode mathématique permettant de s’approcher du meilleur rendement
possible. Le support obtenu avec la sulfonylhydrazine greffée a été utilisé sur des solutions
modeles du vin. L’ensemble des résultats des extractions réalisées montre que la méthode est
efficace. Le support permet d’extraire les dérivés carbonylés. La vitesse d’extraction des
dérivés carbonylés est de I’ordre de 1’heure. Deux méthodes d’extraction ont été envisagées :
le mode statique et le mode dynamique. L’extraction en mode statique donne les meilleurs
résultats tout en étant la plus simple a mettre en ceuvre. La présence de SO, dans les solutions
modeles n’empéche pas I’extraction des dérivés carbonylés. L’équilibre s’établissant entre le
SO, et les dérivés carbonylés peut étre déplacé pour permettre I’extraction des dérivés
carbonylés. Lors de la recherche de contaminants dans le milieu aprés 1’extraction, il a été
¢tabli que des concentrations non négligeables d’hydrazine sont retrouvées dans les solutions

modeles. L’¢tude de l'origine de cette contamination a montré que I’acidit¢ du milieu
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provoque un décrochage de I’hydrazine du support. Etant donné que ce composé chimique est
connu pour sa toxicité et sachant que les réglementations autour du vin sont strictes,
I’utilisation de ce support pour notre étude a été abandonnée. 11 est indispensable de mettre au
point un nouveau support extrayant efficacement les dérivés carbonylés sans contaminer le

milieu.
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Chapitre 2 : Copolymérisation en suspension du GMA, fonctionnalisation et utilisation

Dans le chapitre précédent, une résine sulfonique commerciale a ét¢ fonctionnalisée avec la
fonction sulfonylhydrazine. Le support obtenu a été utilisé pour extraire les dérivés
carbonylés dans des solutions modeles du vin. Le procédé a montré son efficacité. L’acidité
des solutions provoque une rupture de la liaison soufre-azote. L’hydrazine est libérée en
quantité non négligeable dans le milieu. Ce support ne peut pas étre employé dans du vin.

Il est nécessaire de développer un nouveau support permettant d’extraire efficacement les
dérivés carbonylés sans contaminer le milieu. Plusieurs pistes ont été envisagées pour mettre

au point ce nouveau support.

I. Recherche d’un nouveau support

La fonction hydrazine a prouvé son efficacité en tant qu’agent d’extraction des dérivés
carbonylés. La liaison soufre-azote a montré ses faiblesses en milieu acide. La fonction
hydrazine a ét¢ maintenue comme fonction d’intérét mais la nature de sa liaison avec le
support a ét¢ modifiée. La fixation sur un support solide par une liaison carbone-azote a été
choisie car cette liaison est plus forte que la liaison soufre-azote. Pour obtenir un nouveau
support, deux possibilités ont été envisagées: fonctionnaliser de nouvelles résines

commerciales ou polymériser un monomeére fonctionnel.

I. 1. Fonctionnalisation de résines commerciales

I. 1. 1. Fonctionnalisation de billes de styréne/DVB

Pour fixer la fonction hydrazine sur un support solide, un copolymeére de styréne/DVB
disponible dans le commerce a été fonctionnalisé en trois étapes. Tout d’abord, la nitration
des cycles du polymére est réalisée dans un mélange d’acide nitrique et d’acide sulfurique
[145]. La deuxieme étape consiste a réduire les groupements NO, en groupement NH, par du
chlorure d’étain SnCl, [146]. Enfin, le polymeére obtenu porteur de la fonction amine a subi
une nouvelle réaction de nitration avec du nitrite de sodium. Le diazonium obtenu a été réduit

avec du chlorure d’étain pour obtenir la fonction hydrazine attendue [147] (Figure 49).
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O HNO;/H,SO0,/H,0 SnCl,, HCI NaNO,/SnCl,/HCI
> —_—
NO, NH, NHNH,

Figure 49 : Fonctionnalisation de polystyrene/DVB par I’hydrazine

La quantit¢ de fonction hydrazine fixée sur le support a été déterminée par analyse
¢lémentaire. Le support possede 0,89 = 0,03 mmol/g de fonctions hydrazine.

Les capacités de ce support a extraire les dérivés carbonylés ont été étudiées. Un exces de
support a été introduit dans une solution modéle contenant 3,70 mmol/L de dérivés
carbonylés. Le mélange a été laissé sans agitation pendant deux semaines puis analysé. Les

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 24 :

Quantité de fonctions Ethanal Acide pyruvique Acide 2-oxoglutarique
extractives utilisées restant restant restant
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
0 1,35+ 0,04 1,25+ 0,04 1,10+ 0,03
5 1,35+ 0,04 1,22 £ 0,04 1,07 +£0,03

Tableau 24 : Résultats de [’extraction des dérivés carbonylés avec le copolymere de

styrene/DVB hydraziné (temps de réaction : 15 jours)

La concentration en dérivés carbonylés ne varie pas en présence du copolymeére de
styréne/DVB fonctionnalisé. Ce support ne permet pas 1’extraction des dérivés carbonylés. Il

doit étre abandonné et remplacé par un nouveau support.

I. 1. 2. Fonctionnalisation de résines Merrifield

La résine « Merrifield » est le nom usuel du copolymére de styréne/DVB chlorométhylé

(Figure 50).
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Q—
\CI

Figure 50 : Structure de la résine Merrifield

Cette résine a été synthétisée pour la premiere fois par le chimiste américain Robert Bruce
Merrifield en 1963 [89]. 1l obtint d’ailleurs le prix Nobel de Chimie en 1984 grice au
développement de ce support et ses applications en synthése peptidique sur support solide. La
synthése de la résine s’opere en deux étapes : la copolymérisation du styréne et du DVB est
suivie de la chlorométhylation du polymeére obtenu avec du chlorométhyl méthyl éther en

présence de chlorure d’étain (IV) [148] (Figure 51).

CHz CH
Ho P w? - P
——HC —CHy—CH—CH,— HC — CH—CH,—
@ . y ‘ @ CICH,OCH; ©
e
\
//CH SnCly GH,CI
Styréne He CH——CH, ——CH—CH,
DVB
— —In — —n

Figure 51 : Synthese de la résine Merrifield

Les résines de Merrifield sont disponibles dans le commerce. De plus, une grande variété de
réactions peut étre effectuée afin de modifier ces résines [149].
La fixation de la fonction hydrazine a été tentée a partir d’une résine Merrifield disponible

dans le commerce dont les caractéristiques sont présentées dans le Tableau 25.
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Diamétre des Taux de
Nom du . . . Taux de CI @
Structure billes @ réticulation @
support ) (mmol/g)
(um) (% molaire)
Résine Styréne/DVB
. 75-150 1-2 1,7
Merrifield (gel)

(a) Données du fournisseur

Tableau 25 : Caracteristiques de la résine Merrifield sélectionnée

Une voie de synthése en une étape utilisant un exces d’hydrate d’hydrazine a été mise en

ceuvre dans le but d’obtenir une résine fonctionnalisée avec de I’hydrazine [150] (Figure 52).

Ethanol
Hydrazine

CH2 > CH2
g Reflux 1h30 N NHNH,

Figure 52 : Voie directe de fonctionnalisation de la résine Merrifield avec de I’hydrazine

Le taux d’hydrazine fixée sur ce support a été déterminé par analyse élémentaire. Les résines
possedent un taux de 0,42 = 0,02 mmol/g d’hydrazine.

Les capacités d’extractions des dérivés carbonylés par ce nouveau support ont été testées. Le
support a été introduit en exceés dans une solution modele contenant 3,70 mmol/L de dérivés
carbonylés. Le mélange a été laissé en contact pendant deux semaines sans agitation. Les

résultats suivants ont été obtenus (Tableau 26) :
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Quantité de fonctions Ethanal Acide pyruvique Acide 2-
extractives utilisées restant restant oxoglutarique restant
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

0 1,35+ 0,04 1,25+ 0,04 1,10+£0,03
5 1,28 + 0,04 1,17 £0,04 1,06 +£0,03

Tableau 26 : Résultats de [’extraction des dérivés carbonylés avec la résine Merrifield

fonctionnalisée (temps de réaction : 15 jours)

La concentration de chaque dérivé carbonylé n’a quasiment pas diminué. Ce support est
inefficace pour I’extraction des dérivés carbonylés. Il faut donc essayer de mettre au point un

autre support.

I. 1. 2. Fonctionnalisation de billes de poly(bromostyrene)

Les billes de poly(bromostyréne) sont obtenues par substitution électrophile de
poly(styréne)/DVB catalysée par de 1’acétate de thallium [94] [151] (Figure 53). Ce support
est disponible dans le commerce sous 1’appellation SEPABEADS.

BI'Z’ Tl(OAC)& CC14
Q -

Figure 53 : Préparation de billes de poly(bromostyrene) (SEPABEADS)

I est possible de condenser une amine ou un amide avec un halogénure d’aryle en utilisant
des sels de cuivre [152] [153] (réaction d’Ullmann).

La réaction d’Ullmann passe par la formation d’un organocuprate qui réagit ensuite avec une
arylamine (ou alkylamine) pour réaliser une substitution nucléophile aromatique.

La fixation de la fonction hydrazine a été réalisée sur une résine de poly(bromostyréne) dont

les caractéristiques sont les suivantes (Tableau 27):
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Diamétre
Structure des . Taux de Br
Nom du support . des billes
billes @ (mmol/g) @
(um)
Poly(bromostyréne)
Styréne/DVB
(SEPABEADS 250 2-4
(macroporeuse)
SP-207)

(a) : Données du fournisseur

Tableau 27 : Caractéristiques de la résine de bromostyréene commerciale

Le couplage d’Ullmann a été employ¢ pour fonctionnaliser le support de poly(bromostyréne)

commercial avec de I’hydrazine [154] (Figure 54).

CuI, Na3P04
N,H,, PEG
Br  ———— NHNH,
120°C, 3h
Figure 54 : Fonctionnalisation du poly(bromostyréne) avec de I’hydrazine

La quantité d’hydrazine fixée sur le support, déterminée par analyse élémentaire, est de

0,82 + 0,03 mmol/g.

Les capacités d’extractions des dérivés carbonylés de ce nouveau support ont ensuite été
vérifiées. Le support a été introduit en exces dans une solution mod¢le contenant 3,70 mmol/L
de dérivés carbonylés. Le mélange a été laissé sans agitation pendant deux semaines puis

analysé. Les résultats obtenus sont les suivants (Tableau 27) :
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_ . Acide 2-
Quantité de fonctions Ethanal Acide pyruvique .
. . oxoglutarique
extractives utilisées restant restant
restant
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L)
0 1,35+0,04 1,25+ 0,04 1,10 +£0,03
5 1,34 £ 0,04 1,23 £ 0,04 1,09 £0,03

Tableau 27 : Résultats de [’extraction des deérivés carbonylés avec la résine de

poly(bromostyrene) fonctionnalisée (temps de réaction : 15 jours)

Ce support n’extrait aucun des dérivés carbonylés présents dans la solution modéle. Une

nouvelle approche a été tentée.

Il est possible de fixer la fonction hydrazine sur différents supports commerciaux. Les
différents supports développés n’ont pas la capacité d’extraire les dérivés carbonylés présents
dans une solution modele. Cette voie d’obtention de supports solides fonctionnalisés a été
abandonnée.

La copolymérisation en suspension de monomeéres comportant une fonction chimique

permettant le greffage ultérieur de I’hydrazine a donc été envisagée comme alternative.

I. 2. Polymérisation de monomeres fonctionnels

Les monomeres styréniques sont généralement utilisés pour 1’élaboration de support solide
poreux. Les monomeéres de styréne fonctionnel disponibles dans le commerce sont chers et/ou
difficiles a synthétiser. Notre objectif est d’¢laborer des supports susceptibles d’étre produits a
grande échelle en réduisant au maximum les colts de fabrication. Deux autres classes de
polyméres pouvant étre utilisés pour l’extraction sur phase solide ont été étudiées : les

polyacrylates et les polyméthacrylates.
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I. 2. 1. Les polymeéres acryliques

Les polyacrylates et polyméthacrylates sont des polymeéres dérivant de I’acide acrylique qui
est constitué d’un groupe vinyle et d’une fonction acide carboxylique terminal (Figure 55)

[91].

OH

R = H: acide acrylique
R = CHj5: acide méthacrylique

Figure 55 : Structure de ’acide acrylique

L’acide acrylique a été synthétisé pour la premicre fois en 1901 par Rohm et Haas [155].
Depuis, les acides et esters (méth)acryliques ont connu un essor considérable. Ce sont des
monomeres trés réactifs capables de copolymériser entre eux mais €galement avec des
monomeres vinyliques. Ils conduisent a la fabrication d’homopolyméres et de copolymeéres

aux propriétés variables [156].

Les monoméres acryliques et méthacryliques sont disponibles dans le commerce donnant

acces a de nombreux polymeres (Figure 56).
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\)Lo/\ ﬁ)k/\/

Acrylate d'éthyle Méthacrylate de 2-hydroxyéthyle
0] O
o N
(0]
Méthacrylate de méthyle Meéthacrylate de glycidyle

Figure 56 : Quelques exemples de monomeres acrylates et méthacrylates commerciaux

Parmi les divers monoméres acryliques, le méthacrylate de glycidyle a été sélectionné pour

mettre au point un nouveau support.

L. 2. 2. Le méthacrylate de glycidyle

Le méthacrylate de glycidyle est un monomeére présentant deux fonctions chimiques
essentielles (Figure 57) :

- la fonction méthacrylate permettant sa copolymérisation par voie radicalaire avec
divers monomeres en utilisant des amorceurs de types peroxydes ou azotiques [157] [158]
[159]. Le polymeére obtenu comportera des fonctions époxydes pendantes.

- la fonction époxyde peut facilement étre ouverte par polymérisation cationique,
donnant un polymeére linéaire ou un macromonomere cyclique [160] [161]. Le polymeére

comportera des fonctions méthacrylates pendantes.
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0
o \W
o
\ ~ J \ ,

Fonction méthacrylate  Fonction époxyde

Figure 57 : Structure du méthacrylate de glycidyle (GMA)

Les polymeres contenant des groupes époxydes pendants offrent de nombreuses possibilités
de modifications afin d’obtenir des supports ayant différentes propriétés. L’ouverture du
cycle époxyde est possible par réaction avec plusieurs fonctions chimiques telles que les
amines et les hydrazines qui sont alors incorporées [162] [163] [164] [165]. Les copolymeres
a base de GMA ont été utilisés pour diverses applications telles que la séparation par
chromatographie [166], I’échange d’ions [167], I’immobilisation d’enzymes et de ligands
[168] [169].

Des supports comportant une fonction glycidyle pendante sont disponibles dans le commerce
mais ont un prix élevé (100 € le gramme). La polymérisation en suspension du GMA par voie
radicalaire a été réalisée. Un support insoluble poreux possédant des fonctions époxydes

pendantes a été obtenu et fonctionnalisé avec de I’hydrazine.

L. 2. 3. Copolymérisation en suspension du GMA

L’obtention de supports solides poreux adaptés a I’extraction sur phase solide est délicate.
Différents facteurs influencent les propriétés texturales, la forme et la taille des billes. La
nature des monomeéres et de I’agent porogéne vont déterminer la structure du support
(porosité et surface spécifique). La forme et la taille des billes vont essentiellement dépendre
de la vitesse d’agitation, de la forme du réacteur et de la pale d’agitation mais également de

I’agent stabilisant.
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1 2. 3. a. Choix des conditions opératoires de polymérisation

* Choix des monomeres : le GMA est le monomeére fonctionnel a copolymériser.
Deux agents de réticulation ont été sélectionnés : le DVB et le diméthacrylate d’éthyléne
glycol (EGDMA). Le DVB est un agent de réticulation hydrophobe permettant au support
polymére d’avoir une bonne tenue mécanique et d’étre rigide. L’utilisation finale du support
polymére étant prévue en milieu hydroalcoolique, ’EGDMA a été utilis¢é comme second
agent de réticulation. Ce composé hydrophile permettra au support d’étre compatible avec un

milieu aqueux.

* L’agent porogene influence la porosité et la surface spécifique des matériaux

par sa capacité a solubiliser les monomeres.

Il est important de connaitre les parameétres de solubilité (8) appelés parametres d’Hildebrand
des monomeres et des solvants [170]. Si les paramétres de solubilit¢ du solvant et du
monomere sont proches, leur affinité est importante et ils sont miscibles. Le solvant permet de
solubiliser les monomeres et les chaines polyméres ce qui va entrainer la formation de
micropores et une surface spécifique élevée. A 'inverse, si les parametres d’Hildebrand du
solvant et du monomere ont des valeurs éloignées, 1’affinité est faible. Le solvant ne solubilise
pas les chaines polymeres et la séparation de phase durant la polymérisation est rapide. Les
supports obtenus auront des pores de plus grande taille avec une faible surface spécifique
[171].

Les parametres d’Hildebrand des monomeres et des agents porogeénes sélectionnés pour

préparer le nouveau support sont rassemblés dans le Tableau 29 [172] [173].

Paramétre d’Hildebrand 6
Nom du composé -
(MPa)
GMA 22,30
Cyclohexanol 23,30
Toluéne 18,20
Nonane 15,70

Tableau 29 : Parameétres de solubilité du GMA et des solvants porogenes choisis
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Le cyclohexanol a la plus grande affinité avec le GMA suivi du toluéne et enfin du nonane.

* Vitesse d’agitation : elle va conditionner la taille des billes.
Une vitesse d’agitation élevée permet d’obtenir des billes de faible diamétre. En diminuant la
vitesse d’agitation, la taille des billes augmente. Une agitation trop lente ne permet pas la
bonne dispersion des monomeres dans la suspension. Les vitesses d’agitation choisies sont

situées entre 150 et 300 tr/min afin de moduler le diamétre des billes.

* Le réacteur et la pale d’agitation : les polymeéres sont dispersés sous forme de
particules sphériques dans un réacteur cylindrique a double enveloppe muni de chicanes pour
obtenir une agitation réguliére et une meilleure suspension. La pale d’agitation est congue de
manicre a provoquer un mouvement ascendant des billes et a éviter les projections sur les
parois du réacteur [174]. Le réacteur qui sera utilisé pour la polymérisation en suspension du

GMA est présenté dans le Figure 58.

Figure 58 : Réacteur a double enveloppe utilisé pour la polymérisation en suspension du GMA
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* Le stabilisant : son role est de venir s’adsorber a la surface des billes de
manicre a former une couche protectrice permettant d’éviter toute coalescence. La gomme
d’acacia a été sélectionnée comme agent stabilisant. Elle est soluble a chaud.

Le GMA a été copolymérisé en suspension par voie radicalaire pour obtenir un polymere

insoluble réticulé (Figure 59).
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Figure 59 : Copolymérisation en suspension du GMA, de ’EGDMA et du DVB

Les conditions opératoires suivantes ont été retenues (Tableau 30) :
- ’azobisisobutyronitrile (AIBN) comme amorceur de la polymérisation
- le DVB et TEGDMA comme agent de réticulation
- la gomme d’acacia comme stabilisant
- une vitesse d’agitation de 150 tr/min ou 300 tr/min
- trois solvants porogeénes ont été testés : le cyclohexanol, le toluéne et le nonane

La réaction a été menée pendant 3 h a 80 °C.
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. . ‘ Quantité .
Quantité Quantité¢ | Quantité Vitesse Nature du
Nom du de o
de GMA | ’EGDMA | de DVB . d’agitation solvant
support stabilisant ) .
(8) (8) (8) (tr/min) porogene
()
p(GMA)1 22 15 6 20 300 Cyclohexanol
p(GMA)2 22 15 6 30 150 Cyclohexanol
p(GMA)3 15 15 6 30 150 Nonane
p(GMA)4 15 15 6 30 150 Toluéne

Tableau 30 : Différentes formulations réalisées pour la copolymérisation du GMA

1 2. 3. b. Fonctionnalisation du support

L’hydrazination du copolymére de GMA a été décrite dans la littérature selon plusieurs

méthodes (Figure 60).

NHNH,

NH,NH,
<:::'*\\1(//0 °© <:::'$\\T(//O\\\ OH
0 0

Figure 60 : Fonctionnalisation du poly(GMA) par I’hydrazine

La fonctionnalisation peut étre réalisée en utilisant trois solvants différents : le toluéne, le N-
méthyl-2-pyrrolidone (NMP) ou I’eau. L’utilisation du toluéne comme solvant permet
d’obtenir un rendement de fonctionnalisation de 41 % [175]. Lorsque le NMP est utilisé
comme solvant, le rendement de fonctionnalisation est de 90 % [163]. La réaction de fixation
de I’hydrazine sur le copolymeére a base de GMA en milieu aqueux permet d’obtenir un
rendement de 42 % [176].

La voie de fonctionnalisation en phase aqueuse a été retenue. Les risques de contamination

par le support sont réduits en excluant I’emploi de solvant organique.
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L 2. 3. c. Analyse des supports

L’analyse par porosimétrie par intrusion de mercure a permis de déterminer la porosité des
supports. Les surfaces spécifiques ont ét¢ déterminées par adsorption d’azote en utilisant la
méthode BET (Brunauer Emmett Teller) [177].

La teneur en groupements ¢époxydes pendants a été évaluée en utilisant une méthode de
dosage spécifique [178]. La réaction entre un époxyde et de 1’acide chlorhydrique provoque
une ouverture de cycle. Une chlorhydrine est synthétisée tout en consommant de 1’HCI

(Figure 61).

CH,
7/
—on] + HC] ———»  ——CH——CHCI

@)
OH

Figure 61 : Réaction de synthese d 'une chlorhydrine

La quantit¢ d’HCI n’ayant pas réagi est déterminée par dosage en retour avec une solution
méthanolique de soude en présence d’un indicateur coloré (la phénolphtaléine). La quantité
d’acide chlorhydrique consommé permet de déterminer la quantité d’époxyde présent sur le

support (partie expérimentale).

Les supports p(GMA) obtenus par copolymérisation en suspension ont été analysés et les

résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 31 :
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Surface Taux
Nature du Diamétre | Rendement .
. . Porosité ' | spécifique | d’époxyde
solvant des billes ® | en billes
(%) (© (d)
orogeéne (um) (%)
poros : ’ (m?*/g) (mmol/g)
p(GMA)1 | Cyclohexanol 100-400 89 39 79 3,70 £ 0,05
p(GMA)2 | Cyclohexanol | 400-1100 90 45 83 3,10+ 0,04
p(GMA)3 Nonane 100-1100 61 70 0,2 2,30 £ 0,05
p(GMA)4 Toluéne 300-900 85 25 63 2,20+ 0,06

(a) : Estimation par observation d’imagerie MEB  (b) : Détermination par porosimétrie mercure

(c) : Détermination par adorption d’azote associée a la méthode BET  (d) : Détermination par dosage acido-basique

Tableau 31 : Caracteristiques des différents polymeres obtenus

Le support p(GMA)l obtenu est poreux. Le diamétre des billes obtenues est adapté a
I’extraction sur phase solide.

Le support p(GMA)2 a été obtenu en utilisant les mémes quantités de monomeres que pour
p(GMA)1 mais en réduisant la vitesse d’agitation. La taille des billes obtenues est plus élevée.
Pour éviter la coalescence des billes, la quantité d’agent de stabilisation a été augmentée. La
porosité et la surface spécifique ont 1égérement augmenté. Le support p(GMA)2 présente un
plus faible taux de fonctions époxydes que p(GMA)I.

L’utilisation du nonane comme agent porogene (p(GMA)3), permet d’obtenir un support tres
poreux (70 %) avec une faible surface spécifique. Ce support a une trés mauvaise tenue
mécanique et s’effrite sous la moindre pression.

Le support p(GMA)4, polymérisé en utilisant le toluéne comme agent porogeéne, a la porosité
la plus faible (25 %) ainsi que le plus faible taux de fonctions époxydes.

Le support p(GMA)1 présente le plus grand taux de fonctions époxydes a sa surface tout en
étant poreux (39 %) et possédant une assez grande surface spécifique. Ce support a été retenu

pour la suite de I’étude.
Le support p(GMA)I a été fonctionnalisé par un excés d’hydrazine en phase aqueuse.

Plusieurs méthodes permettent d’évaluer la quantité d’hydrazine fixée sur un support [77].

Une méthode simple a mettre en ceuvre a été reportée dans la littérature [72] [179].
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L’hydrazine est capable de réduire de I’iodure de potassium KIO; en milieu acide selon

I’équation suivante :

N,H, + KIO; + HCI

Cette propriété a été utilisée pour déterminer le taux d’hydrazine sur le support p(GMA)1-

NHNH,; dont les caractéristiques sont les suivantes (Tableau 32) :

— > KCI + ICl + N, + 3H,0

Diameétre ‘ Surface Taux Taux
. Porosité ] :
des billes ®) spécifique | d’époxyde | d’hydrazine
@ %) © restant 9 greffée @
(um) ’ (m*/g) (mmol/g) (mmol/g)
p(GMA)1-NHNH, 100-400 35 79 1,90 £0,05 | 1,70 £ 0,06

(a) : Estimation par observation d’imagerie MEB  (b) : Détermination par porosimétrie mercure

(c) : Détermination par adorption d’azote associée a la méthode BET ~ (d) : Détermination par dosages spécifiques

Tableau 32 : Caractéristiques du polymere p(GMA)I-NHNH,  fonctionnalisé avec

[’hydrazine

Les billes de polymére obtenues apres fonctionnalisation possédent un taux d’hydrazine de
1,70 £ 0,06 mmol/g ce qui correspond a un rendement de conversion de 46 %. Il est
probablement possible d’améliorer le rendement de fonctionnalisation du support en

optimisant les conditions opératoires mais cela n’a pas été étudié.

Le polymere obtenu aprés fonctionnalisation a été observé au microscope électronique a

balayage (Figure 62).
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polyhydra10025 2015/03/02 D21 x200 500 um
p(GMA)1-NHNH,

Figure 62 : Microphotographie MEB de la surface des billes de p(GMA) I-NHNH

Les billes obtenues sont sphériques avec une surface lisse. Le diamétre des supports est
hétérogene.

Les taux de gonflement des polyméres p(GMA)l et p(GMA)I-NHNH; ont été évalués a
I’aide d’une burette graduée. Un mélange eau-éthanol (88 : 12) a été utilis¢é comme solvant
afin de reproduire un milieu hydroalcoolique. Les résultats obtenus sont présentés dans le

Tableau 33.

Support Taux de gonflement (%)
p(GMA)1 30
p(GMA)1-NHNH, 30

Tableau 33 : Taux de gonflement des support a base de GMA

Les deux supports présentent un taux de gonflement identique. La fonctionnalisation par
I’hydrazine n’a pas modifié¢ le comportement du support dans le solvant utilisé. La capacité
des supports a gonfler en milieu hydroalcoolique permettra 1’accessibilit¢ des fonctions
hydrazine. La solution diffusera a travers le support et la réaction d’extraction des dérivés

carbonylés sera favorisée.
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Afin de vérifier les capacités d’extractions du support obtenu, un exces de p(GMA)1-NHNH2
a été introduit dans une solution modele contenant 3,70 mmol/L. de dérivés carbonylés. Le
mélange a été laissé sans agitation pendant deux semaines puis analysé. Les résultats obtenus

sont les suivants (Tableau 34) :

. _ _ . Acide 2-
Quantité de fonctions Acide pyruvique ]
. . Ethanal restant oxoglutarique
extractives utilisées restant
(mmol/L) restant
(mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L)
0 1,35+ 0,04 1,25+ 0,04 1,10+ 0,03
5 0,51+ 0,02 0,75+ 0,02 0,66 = 0,02

Tableau 34 : Résultats de [’extraction des dérivés carbonylés avec p(GMA)I-NHNH, (temps

de réaction : 15 jours)

La concentration en chaque dérivé carbonylé a diminué. Ce support est relativement efficace

pour I’extraction des dérivés carbonylés en solution. Il a été retenu pour la suite de 1’étude.
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II. Cinétiques d’extraction

Le support p(GMA)I-NHNH, possede 1,70 mmol/g de fonctions hydrazine (contre 3,70
mmol/g de fonctions sulfonylhydrazine pour le support précédent). Quatre nouvelles solutions
modeles ont été préparées pour adapter les rapports molaires avec le nombre de fonctions

hydrazine disponibles. Leurs compositions sont présentées dans le Tableau 35 :

Acide 2-
Ethanal Acide pyruvique _
oxoglutarique
(mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L)
Ethanal seul 1,70 0 0
Acide pyruvique seul 0 1,70 0
Acide 2-
‘ 0 0 1,70
oxoglutarique seul
Mélange des 3
1,25 1,15 1,00
composes

Tableau 35 : Composition des solutions modeles mises en contact avec le support p(GMA)I-

NHNH,;

Les essais d’extractions ont été réalisés en mode statique.
Le rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1 a été utilis¢ pour étudier I’évolution

de la concentration en dérivés carbonylés en fonction du temps.

I1. 1. Extraction des dérivés carbonylés en absence de SO,

II. 1. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’éthanal seul sont présentés sur le

Graphique 13.
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Graphique 13 : Evolution de la concentration de [’éthanal (en absence de SO,) en fonction

du temps

Les résultats montrent que 1’éthanal est extrait par [’hydrazine fixée sur un support polymere.
Apres 12 h de contact entre le support et la solution modele, 35 % de 1’éthanal est extrait. Un
équilibre est atteint au bout de 24 h de contact. Il reste 46 % d’éthanal dans le milieu. Au dela

de 24 h, la concentration en éthanal ne varie plus.

II. 1. 2. Extraction de I’acide pyruvique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’acide pyruvique seul sont présentés

sur le Graphique 14.
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Graphique 14 : Evolution de la concentration de I’acide pyruvique (en absence de SO;) en

fonction du temps
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L’acide pyruvique est extrait par le support p(GMA)1-NHNH,. L’¢équilibre est atteint au bout
de 24 h de mise en contact. Il reste 70 % d’acide pyruvique dans le milieu. L’extraction de

I’acide pyruvique est moins efficace que celle de I’éthanal.

II. 1. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique seul sont

présentés sur le Graphique 15.
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Graphique 15 : Evolution de la concentration de [’acide 2-oxoglutarique (en absence de

SO;) en fonction du temps

L’efficacité d’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique est quasiment identique a celle de 1’acide

pyruvique. Un équilibre est établi au bout de 24 h avec 68 % d’acide 2-oxoglutarique restant

en solution.

I1. 1. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction des trois dérivés carbonylés présents en

solution sont présentés sur le Graphique 16.
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Graphique 16 : Evolution de la concentration des trois dérivés carbonylés (en absence de

SO;) en fonction du temps

Lors de I’extraction d’une solution modéle contenant un mélange des trois dérivés carbonylés,
I’efficacité d’extraction des trois composé€s est assez proche. Au bout de 24 heures, 26 % de

I’éthanal est extrait, ainsi que 28 % de ’acide pyruvique et 31 % de ’acide 2-oxoglutarique.

II. 1. 5. Bilan des extractions

Le support p(GMA)I-NHNH, extrait les dérivés carbonylés aussi bien lorsqu’ils sont
introduits individuellement en solution que lorsqu’ils sont tous les trois présents dans le
milieu. Le temps nécessaire pour qu’un équilibre s’établisse est de 24 h. Ce temps
caractéristique d’extraction est nettement plus long que dans le cas du support fonctionnalisé
avec la sulfonylhydrazine (90 min). Les essais ont ét¢ réalisés en utilisant un rapport molaire
[hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1 et les efficacités d’extractions obtenues sont d’environ
30 % pour I’ensemble des essais (54 % pour I’extraction de I’éthanal seul). Ce support extrait
les dérivés carbonylés moins efficacement que le précédent support. L’utilisation d’un exces
de fonctions extractives sera probablement nécessaire pour optimiser les efficacités

d’extraction.
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I1. 2. Extraction des dérivés carbonylés en présence de SO,

Les solutions modeles contiennent les mémes concentrations en dérivés carbonylés que
précédemment. A chaque solution mode¢le, une dose de SO, a été ajoutée afin d’obtenir une
concentration en SO, total de 2,80 mmol/L. Cette concentration a été déterminée par la

méthode du TL50.

II. 2. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de 1’éthanal seul en présence de SO, sont

présentés sur le Graphique 17.
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Graphique 17 : Evolution de la concentration de [’éthanal (en présence de SO) en

fonction du temps

Une diminution de la concentration en éthanal est observée en présence de SO;. Il est possible
de déplacer I’équilibre qui s’établit entre ces deux composés. Un palier est également établi
au bout de 24 h mais I’extraction est moins efficace qu’en absence de SO; Il reste 64 %

d’éthanal dans le milieu (contre 46 % en absence de SO5).

II. 2. 2. Extraction de I’acide pyruvique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de I’acide pyruvique seul en présence de

SO, sont présentés sur le Graphique 18.
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Graphique 18 : Evolution de la concentration de [’acide pyruvique (en présence de SO;) en

fonction du temps

En présence de SO,, I’extraction de 1’acide pyruvique est moins efficace que lorsqu’il est
absent de la solution. L’équilibre est atteint aprés 24 heures de mise en contact et il reste 78 %

d’acide pyruvique dans la solution.

II. 2. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction de ’acide 2-oxoglutarique en présence de

SO, sont présentés sur le Graphique 19.
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Graphique 19 : Evolution de la concentration de ’acide 2-oxoglutarique (en présence de

SO;) en fonction du temps
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L’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique est également moins efficace en présence de SO,. Un

palier s’¢établit au bout de 24 h de mise en contact avec une efficacité d’extraction maximale

de 30 %.

I1. 2. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats des mesures de la vitesse d’extraction des trois dérivés carbonylés en présence

de SO, sont présentés sur le Graphique 20.
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Graphique 20 : Evolution de la concentration des trois dérivés carbonylés mélangés (en

présence de SO,) en fonction du temps

Le maximum d’extraction est atteint en 24 h pour les trois dérivés carbonylés. L’extraction
des trois composés est moins efficace en présence de dioxyde de soufre dans le milieu.
Seulement 12 % de 1’éthanal est extrait du milieu contre 23 % d’acide pyruvique et 25 %

d’acide 2-oxoglutarique.

II. 2. 5. Bilan des extractions

Il est possible de déplacer les équilibres qui s’établissent entre le SO, et I’éthanal, 1’acide
pyruvique et 1’acide 2-oxoglutarique pour les extraire du milieu. La présence de SO, entraine
une baisse de 1’efficacité d’extraction des dérivés carbonylés. Le temps nécessaire pour qu’un

équilibre soit atteint est de 24 h. Pour la suite de I’étude, le temps de contact entre le support
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et les solutions modéles a été fixé a 24 h. L’utilisation d’un excés de fonctions extractives

devrait permettre d’améliorer 1’efficacité du procédé mis en ceuvre.

II1. Influence du rapport molaire [hydrazine]/[dérivés carbonylés]

L’influence de la quantit¢ de support utilis¢é sur I’efficacité d’extraction des dérivés
carbonylés, en présence et en absence de SO,, a été étudiée La variation de la concentration
en SO, lorsqu’il est présent a ét¢ analysée. Les concentrations en SO, seront exprimées en

mmol/L et en mg/L.

I1I. 1. Extraction des dérivés carbonylés en absence de SO,

III. 1. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats de I’extraction de 1’éthanal seul en présence de différentes quantités de fonctions

extractives sont rassemblés dans le Tableau 36.

Quantité de Rapport .
Ethanal Ethanal Efficacité
fonctions molaire
restant extrait d’extraction de
extractives | [hydrazine]/
(mmol/L) (mmol/L) 1’éthanal (%)
(mmol/L) [DC]
0 0 1,70 + 0,05 0 0
3,40 2 0,63 £0,02 1,07 £0,03 63+3
6,80 4 0,25 +0,01 1,45 +0,04 85+3
13,60 8 0,05 +0,01 1,65 £ 0,05 97+3
17,00 10 0,05 +0,01 1,65 £ 0,05 97+3

Tableau 36 : Extraction de l’éthanal en absence de SO, avec différentes concentrations de

fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

En présence de 3,40 mmol/L de fonctions extractives (rapport molaire = 2), 63 % de 1’éthanal

est extrait de la solution modele. L’augmentation de la quantité de fonctions extractives
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introduites dans le milieu entraine une extraction de 1’éthanal plus efficace. Ce composé a
pratiquement disparu de la solution lorsque 13,60 mmol/L (rapport molaire = 8) et 17 mmol/L
(rapport molaire = 10) de fonctions hydrazine fixées sur support sont ajoutés aux solutions

modéles.

II1. 1. 2. Extraction de ’acide pyruvique seul

Les résultats de 1’extraction de 1’acide pyruvique seul en présence de différentes quantités de

fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 37.

Quantité de Acide Acide Efficacité
fonctions Rapport molaire pyruvique pyruvique d’extraction de
extractives [hydrazine]/[DC] restant extrait I’acide
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) pyruvique (%)
0 0 1,70 £ 0,05 0 0
3,40 2 0,66 + 0,02 1,04 £ 0,03 61+3
6,80 4 0,29 + 0,01 1,41 £0,04 83+3
13,60 8 0,15+ 0,02 1,55 +0,05 91+3
17,00 10 0,10 £ 0,01 1,60 + 0,05 94 +3
Tableau 37 : Extraction de [’acide pyruvigue en absence de SO, avec différentes

concentrations de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

L’efficacité d’extraction de 1’acide pyruvique est similaire a celle de 1’éthanal quelle que soit
la quantité de fonctions extractives utilisée. En présence de 3,40 mmol/L (rapport molaire = 2)
de fonctions extractives, la concentration en acide pyruvique a baiss¢ de 61 %. Le fait
d’augmenter la quantité de fonctions extractives améliore 1’efficacité d’extraction qui atteint

94 % en présence de 17 mmol/L (rapport molaire = 10) de fonctions extractives.
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II1. 1. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats de D’extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul en présence de différentes

quantités de fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 38.

Quantité de Acide 2- Acide 2- Efficacité
fonctions Rapport molaire | oxoglutarique | oxoglutarique d’extraction de
extractives [hydrazine]/[DC] restant extrait I’acide 2-
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) oxoglutarique (%)
0 0 1,70 £ 0,05 0 0
3,40 2 1,07 £0,03 0,63 £ 0,02 37+3
6,80 4 0,37+ 0,01 1,33 £ 0,04 78 +£3
13,60 8 0,08 £ 0,01 1,62 + 0,05 95+3
17,00 10 0,08 £ 0,01 1,62 + 0,05 95+3

Tableau 38 : Extraction de [’acide 2-oxoglutarique en absence de SO avec différentes

concentrations de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

En présence de 3,40 mmol/L (rapport molaire = 2) de fonctions extractives, la concentration
en acide 2-oxoglutarique a diminué de 37 %. L’augmentation de la quantité de fonctions
extractives améliore ’efficacité d’extraction qui atteint 95 % avec 13,60 mmol/L (rapport

molaire = 8) de fonctions extractives.

II1. 1. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats de I’extraction des trois dérivés carbonylés en présence de différentes quantités

de fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 39.
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Quantité de Dérivés Dérivés Efficacité
fonctions Rapport molaire carbonylés carbonylés d’extraction des
extractives [hydrazine]/[DC] restants extraits dérivés
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L) carbonylés (%)
0 0 3,40+0,10 0 0
6,80 2 2,24+ 0,07 1,16 £ 0,03 34+3
13,60 4 1,53 £ 0,05 1,87 £ 0,05 55+3
27,20 8 0,78 +£ 0,02 2,62 +0,08 77+3
34,00 10 0,31 £0,01 3,09 +0,09 91+3

Tableau 39 : Extraction des trois dérivés carbonylés en absence de SO, avec différentes

concentrations de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

Avec 6,80 mmol/L (rapport molaire = 2) de fonctions extractives, seulement 34 % des dérivés
carbonylés sont extraits. L’augmentation de la quantité de fonctions extractives améliore
I’efficacité d’extraction qui atteint 91 % avec 34 mmol/L (rapport molaire = 10) de fonctions

extractives.

I1I. 2. Extraction des dérivés carbonylés en présence de SO,

II1. 2. 1. Extraction de 1’éthanal seul

Les résultats de 1’extraction de I’éthanal seul en présence de SO, avec différentes quantités de

fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 40 :
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Quantité de Rapport SO, total ) Efficacité
Ethanal Ethanal SO, libre
fonctions molaire . restant d’extraction
restant extrait (mmol/L)
extractives [hydrazine]/ (mmol/L) de I’éthanal
(mmol/L) | (mmol/L) (mg/L)
(mmol/L) [DC] (mg/L) (%)
1,70 2,80+0,22 | 1,21+0,19
0 0 0 0
+ 0,05 180 + 14 78 + 12
0,88 0,82 2,34+0,19 | 1,15+0,17
3,40 2 48 £3
+ 0,03 + 0,02 150+ 12 74+ 11
0,70 1,00 2,18+0,17 | 1,01 £0,15
6,80 4 59+3
+ 0,02 + 0,03 140+ 11 65+ 10
0,36 1,34 2,01+0,16 | 0,89+0,13
13,60 8 79+ 3
+ 0,01 + 0,04 129+ 10 578
0,30 1,40 1,80+ 0,14 | 0,70+ 0,11
17,00 10 82+3
+ 0,01 + 0,04 115+9 45+7

Tableau 40 : Extraction de [’éthanal seul en présence de SO, avec différentes concentrations

de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

La présence de SO, diminue ’efficacité d’extraction de 1’éthanal. Avec 3,40 mmol/L (rapport
molaire = 2) de fonctions extractives, la concentration en éthanal a diminué de 48 %.
L’utilisation d’un large exces de fonctions extractives permet d’améliorer I’efficacité de
I’extraction qui atteint 82 % avec 17 mmol/L de fonctions hydrazine fixées sur support
(rapport molaire = 10). La disparition de 1’éthanal du milieu s’accompagne d’une diminution
des concentrations en SO, libre et total. Avec 17 mmol/L (rapport molaire = 10) de fonctions
extractives, 1 mmol/L de SO, total a disparu de la solution. L’équilibre chimique s’établissant

entre 1’éthanal et le SO, est déplacé.

II1. 2. 2. Extraction de ’acide pyruvique seul

Les résultats de I’extraction de 1’acide pyruvique seul en présence de SO, avec différentes

quantités en fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 41 :
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. . Efficacité
Quantité de Rapport Acide Acide SO, total ‘
fonct i ‘ ‘ SO, libre | d’extraction
onctions molaire ruvique ruvique restant
. . Py Py q (mmol/L) de I’acide
extractives | [hydrazine]/ restant extrait (mmol/L) .
(mg/L) pyruvique
(mmol/L) [DC] (mmol/L) (mmol/L) (mg/L) %)
0
2,80+0,22 | 1,80+0,27
0 0 1,70 + 0,05 0 0
180+ 14 115+17
2,68 £0,21 | 2,03 +0,30
3,40 2 0,87 +0,03 | 0,83 +0,03 49+ 3
172+ 13 130+ 19
2,55+0,20 | 2,15+0,32
6,30 4 0,48 £0,02 | 1,22+0,04 72 +3
163 +13 138+ 20
2,44 +£0,19 | 2,15+0,32
13,60 8 0,17+0,01 | 1,53+0,05 90 +£3
156 £ 12 138+ 20
2,25+0,18 | 2,21 +0,33
17,00 10 0,15+0,01 | 1,55+0,05 91+3
144 £ 12 142+ 21

Tableau 41 : Extraction de [’acide pyruvique seul en présence de SO, avec différentes

concentrations de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

L’efficacité de 1’extraction de ’acide pyruvique est freinée par la présence de SO,. Lorsque
3,40 mmol/L (rapport molaire = 2) de fonctions extractives sont utilisées, 49 % d’acide
pyruvique a été extrait (contre 61 % en absence de SO,). La diminution de la concentration en
acide pyruvique s’accompagne d’une diminution de la concentration en SO, total et d’une
augmentation de la concentration en SO, libre. Avec 17 mmol/L de fonctions extractives
(rapport molaire = 10), le SO, est presque entierement sous forme libre. L’équilibre

s’établissant entre 1’acide pyruvique et le SO; est déplacé.

II1. 2. 3. Extraction de I’acide 2-oxoglutarique seul

Les résultats de I’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique seul en présence de SO, avec

différentes quantités en fonctions extractives sont rassemblés dans le Tableau 42 :
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_ Efficacité
Quantité de Rapport Acide 2- Acide 2- SO, total SO, libre .
d’extraction
fonctions molaire oxoglutarique | oxoglutarique restant restant )
. de I’acide 2-
extractives | [hydrazine]/ restant extrait (mmol/L) (mmol/L) )
oxoglutarique
(mmol/L) [DC] (mmol/L) (mmol/L) (mg/L) (mg/L) %)
0
2,80+0,22 | 2,30+ 0,35
0 0 1,70 + 0,05 0 0
180 + 14 147 £ 22
2,68 0,21 | 2,63 +0,40
3,40 2 1,05+ 0,03 0,65 + 0,02 38+3
17213 168 £26
2,04+0,16 | 2,04+ 0,31
6,80 4 0,53 £ 0,02 1,17 + 0,04 69+3
13110 131+20
1,90 +0,15 | 1,90 + 0,28
13,60 8 0,15+0,005 | 1,55+0,05 91+3
122+10 122+ 18
1,85+0,15 | 1,85+ 0,28
17,00 10 0,14+ 0,005 | 1,56=+0,05 92+3
118+ 10 118 +18

Tableau 42 : Extraction de l’acide 2-oxoglutarique seul en présence de SO, avec différentes

concentrations de fonctions extractives (temps de réaction : 24 h)

L’acide 2-oxoglutarique est efficacement extrait en présence de SO,. La diminution de la
concentration en acide 2-oxoglutarique s’accompagne d’une baisse de la concentration en SO,
total.

Lorsque 3,40 mmol/L (rapport molaire = 2) de fonctions extractives sont utilisées, la
concentration en SO, libre augmente et atteint une valeur trés proche de la concentration en
SO, total.

En présence de 6,80 mmol/L (rapport molaire = 4) de fonctions extractives, la concentration
en SO, libre diminue et est égale a la concentration en SO, total. Le SO, est totalement
décombiné et n’existe que sous forme libre.

En présence de 13,60 mmol/L (rapport molaire = 8) et de 17 mmol/L (rapport molaire = 10)

de fonctions extractives, la concentration en SO, libre continue de diminuer.
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II1. 2. 4. Extraction des trois dérivés carbonylés mélangés en solution

Les résultats de 1’extraction des trois dérivés carbonylés en présence de SO, avec différentes

quantités de fonction extractive sont rassemblés dans le Tableau 43.

. Efficacité
Quantité de Rapport Dérivés Dérivés SO total SO, libre .
d’extraction
fonctions molaire carbonylés | carbonylés restant restant )
des dérivés
extractives | [hydrazine] restants extraits (mmol/L) (mmol/L)
carbonylés
(mmol/L) /[DC] (mmol/L) (mmol/L) (mg/L) (mg/L) %)
0
2,80+0,22 | 0,51 +0,08
0 0 3,40£0,10 0 0
180 + 14 33+5
2,41+0,19 | 0,63 +0,09
6,80 2 2,24+0,07 | 1,16 £0,03 34+3
154+12 40+ 6
2,14+0,17 | 0,75 0,11
13,60 4 1,53 +£0,05 | 1,87 £0,06 55+3
137 +11 48+ 7
1,72+ 0,14 | 0,46 + 0,07
27,20 8 0,78 +£0,02 | 2,62+ 0,08 77+3
110+£9 29+4
1,00 +£0,08 | 0,13 +0,02
34,00 10 0,31+0,01 | 3,09 +0,09 91+3
64+5 8+ 1

Tableau 43 : Extraction des trois dérivés carbonylés en présence de SO, avec différentes

concentrations de fonctions extractives

La concentration en dérivés carbonylés diminue en présence de SO, Les différents équilibres

chimiques sont déplacés. L’utilisation d’un trés large exces de fonctions extractives

(34 mmol/L ; rapport molaire = 10), entraine une baisse de 91 % de la concentration totale en

dérivés carbonylés.

Une diminution de la concentration en SO, total est observée quelle que soit la quantité de

fonctions extractives utilisée. En présence de 34 mmol/L (rapport molaire = 10) de fonctions

extractives 1,80 mmol/L de SO, total ont disparu du milieu.

En présence de 6,80 mmol/L (rapport molaire = 2) et de 13,60 mmol/L (rapport molaire = 4)

de fonctions extractives, la concentration en SO, libre augmente.
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A D’inverse, en présence d’une plus grande quantité de fonctions extractives, la concentration

en SO, libre diminue.

II1. 2. 5. Bilan des extractions

L’extraction des dérivés carbonylés est efficace en absence et en présence de SO,. La quantité
de fonctions introduites dans le milieu influence la variation de la concentration en dérivés
carbonylés. L utilisation d’un large exces de support permet de réduire de 90 % la quantité de
dérivés carbonylés.

Dans tous les cas étudiés, une baisse de la concentration en SO, total et une variation de la
concentration en SO, libre ont été observées. Le principe d’extraction sur phase solide permet
un déplacement des équilibres chimiques qui se forment entre les dérivés carbonylés et le
SO..

La diminution systématique du SO, total au cours des extractions ainsi que la baisse
simultanée du SO, libre dans certains cas est difficile a expliquer a partir des connaissances
actuelles de la chimie du SO, dans les vins. Nous avons émis comme hypothése qu’il pourrait
s’établir une réaction directe entre le SO, et la fonction hydrazine supportée qui perturberait
les équilibres.

Nous avons essayé de mettre en évidence I’existence d’une telle réaction.
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IV. Mise en contact de ’agent d’extraction avec une solution

hydroalcoolique ne contenant que du SO,

La mise en évidence d’une éventuelle réaction entre 1’hydrazine et le SO, a été tentée. Une
solution hydroalcoolique ne contenant aucun dérivé carbonylé a été sulfitée a 2,80 mmol/L
(180 mg/L) de SO,. La solution a été fractionnée. Dans chaque fraction, une quantité
différente de fonctions extractives fixées sur le support a été ajoutée. Les mélanges ont été
laissés sans agitation pendant 24 h puis analysés. Les résultats obtenus sont rassemblés dans

le Tableau 44.

SO, total restant SO, libre restant
Quantité de fonctions
(mmol/L) (mmol/L)
extractives (mmol/L)
(mg/L) (mg/L)
0 2,80 £ 0,22 2,80+ 0,22
180 + 14 180+ 27
2,48 £ 0,20 2,48 £ 0,20
3,40
159+13 159 + 24
2,00+ 0,16 2,00+ 0,16
6,80
128+ 10 128+ 19
1,67 +0,13 1,67 +0,13
13,60
107 +8 107+ 16
1,22 +0,09 1,22 +0,09
17,00
78+ 6 78 £12

Tableau 44 : Evolution de la concentration en SO; libre et total en fonction de la quantité de

fonctions extractives (temps de contact : 24 h)

Dans I’échantillon témoin, les concentrations en SO; total et en SO, libre sont identiques. Le
dioxyde de soufre ne se combine a aucun composé. Une diminution de la concentration en
SO, total (et libre) est observée lorsque le support est introduit dans le milieu. Une réaction
directe entre le SO, et I’hydrazine peut étre envisagée. La réactivité entre le SO, et
I’hydrazine en milieu aqueux a été tres peu étudiée [180]. La formation d’adduits de Lewis

entre les amines et le SO, est connue [181]. De plus, la formation d’adduits entre le SO, et des
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dérivés de I’hydrazine a été observée lors de I’introduction de SO, sous forme gazeux dans
une solution d’hydrazine [182].
Dans notre cas, le SO, est en solution aqueuse sous forme HSOs en raison de 1’acidité du

milieu. En milieu acide, I’hydrazine est majoritairement sous forme protonée (Figure 63).

120
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N,H,* N,H, = = N,H>"

Figure 63 : Diagramme d’existence des différentes formes de [’hydrazine en fonction du pH

Au pH des solutions hydroalcooliques utilisées (pH = 3,5), I’ion HSO;™ peut réagir avec

I’hydrazine protonée pour former un complexe acido-basique de Lewis [183] (Figure 64).

NHNH3* NHNH,.SO,

O e} /[ + HSO; —— O O\/[ + H,0
\[( ~ OH \”/ OH
o o

Figure 64 : Formation d’un adduit de Lewis entre I’hydrazine et le SO, a pH acide

La fonction obtenue serait un analogue de la fonction acide sulfinamique R- NH-SO,H fixée
sur support [184].

Il est possible qu’une telle réaction se produise lors de 1’extraction des dérivés carbonylés et
entraine une diminution de la concentration en SO, total (et libre dans certains cas).

Les extractions ont prouvé leur efficacité. Il faut maintenant s’assurer que ce support ne

contamine pas le milieu.
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V. Etude des contaminants apreés extraction

Il est indispensable de vérifier que le support p(GMA)1-NHNH, mis au point ne libére pas
d’hydrazine dans le milieu. La recherche de traces d’hydrazine dans les solutions mod¢les
aprés extraction a ¢été réalisée en utilisant le complexe -cuivre-néocuproine utilisé
précédemment.
L’influence du temps de contact sur la concentration en hydrazine retrouvée dans le milieu a
d’abord été étudiée. Pour cela, quatre solutions ont été préparées :

- solution 1 : contient 1,70 mmol/L d’éthanal

- solution 2 : contient 1,70 mmol/L d’acide pyruvique

- solution 3 : contient 1,70 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique

- solution 4 : contient 3,40 mmol/L des trois composés
Ces solutions ont été sulfitées a 2,80 mmol/L de SO,. Dans chaque solution, un rapport
molaire = 1 de fonctions extractives a été introduit. Le mélange a été laissé sans agitation. Un
aliquot a été prélevé a intervalles de temps réguliers et la quantité d’hydrazine a été dosée.

Les résultats des analyses des solutions modeles sont présentés dans le Tableau 45.

Concentration en Temps de contact avant prélévement et analyse
hydrazine (ppm) retrouvée
g PP 0h 12h 24 h 48 h 96 h 120 h
dans :
Solution 1 0 ,L1+0,1 | 1,3+0,2]1,2+0,2|1,2+0,1 | 1,3+0,2
Solution 2 0 09+0,11,1+0,2|1,0+0,1 | 1,1£0,2 | 1,1 +£0,2
Solution 3 0 1,2+02|12+0,1 | 1,2+0,2|12+0,1 | 1,L3+0,2
Solution 4 0 1,L1+0,2|1,0+02 | 1,1+0,2|12+0,2|1,1+0,1

Tableau 45 : Evolution de la quantité d’hydrazine retrouvée dans les solutions modeles (en

présence de SO;) en fonction du temps
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La quantité d’hydrazine dosée dans 1’ensemble des solutions mode¢les est en moyenne de 1,1
ppm. L’augmentation du temps de contact n’entraine pas d’augmentation de la concentration
d’hydrazine retrouvée en solution. Ce support ne semble pas étre une source de contamination

des solutions modéles lors de 1’extraction des dérivés carbonylés.

L’influence de la quantité de support ajouté a également été étudiée. Les quatre solutions
précédentes ont été préparées et ont été fractionnées. Chaque fraction a regu une quantité
différente de fonctions extractives. Les mélanges ont été laissés sans agitation pendant 24 h
puis chaque fraction a été analysée avec le complexe cuivre-néocuproine.

Les résultats sont présentés dans le Tableau 46.

Concentration en Rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés]

hydrazine (ppm

r:trouvée :;I:ls ) ? ! s 10
Solution 1 2,3+0,3 34+0,1 56+0,5 7,8+0,3
Solution 2 24+0,2 3,5+0,3 55+0,3 7,7+0,4
Solution 3 2,1+0,2 3,8+0,4 54+0,2 7,9+0,2
Solution 4 22+0,3 32+0,3 52+0,3 7,6 +0,3

Tableau 46 Evolution de la quantité d’hydrazine retrouvee dans les solutions modéles (en

présence de SO,) en fonction du rapport molaire (temps de contact : 24 h)

Aprées I’extraction, de tres faibles quantités d’hydrazine sont retrouvées dans le milieu. Avec
un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 2, 2,3 ppm d’hydrazine sont libérés en
moyenne dans I’ensemble des solutions modéles. L’augmentation de la quantité¢ de fonctions
extractives entraine une augmentation de la concentration en hydrazine présente dans les
différentes solutions. Le maximum atteint est de 7,7 ppm avec un rapport molaire = 10. Ces
valeurs sont nettement inférieures a celles retrouvées lors de 1’utilisation du support greffé par
la sulfonylhydrazine (100-200 ppm). Les conditions d’extraction en milieu acide ne semblent
pas permettre la rupture de la liaison carbone-azote du support a base de GMA.

Les quantités d’hydrazine retrouvées peuvent étre attribuées a un lavage non exhaustif. Un

autre solvant pourra étre utilisé pour assurer un meilleur lavage du support.
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V1. Conclusions

Le support greffé par la fonction sulfonylhydrazine contaminait les solutions mod¢les lors de
I’extraction. Plusieurs tentatives ont été réalisées pour mettre au point un nouveau support
extrayant les dérivés carbonylés sans contaminer les solutions modeles. Le support
sélectionné a été obtenu par copolymérisation en suspension par voie radicalaire du GMA.
C’est un polymere poreux porteur de fonctions époxydes pendantes. Ces fonctions réagissent
avec I’hydrazine en milieu aqueux pour donner 1’agent d’extraction attendu. Les capacités
d’extractions du support ainsi obtenu ont ét¢ étudiées en solution modele. Il permet d’extraire
les dérivés carbonylés, avec ou sans SO, Les vitesses d’extractions sont plus lentes (24 h)
qu’avec le support précédemment utilis€ (90 min). L’emploi d’un excés de fonctions
extractives est nécessaire pour obtenir une extraction satisfaisante des dérivés carbonylés.
Lors de I’extraction des dérivés carbonylés, une baisse systématique de la concentration en
SO, total a été observée.

Une hypothese selon laquelle le support réagit directement avec le SO, en formant un adduit a
¢té¢ étudiée expérimentalement et semble étre raisonablement validée. Ce support ne
contamine pas le milieu avec de I’hydrazine. Moins de 10 ppm d’hydrazine ont été retrouvées
en présence d’un large exces de fonctions extractives (contre 100-200 ppm avec le support
greffé par la sulfonylhydrazine). Un meilleur lavage du polymére sera néanmoins nécessaire
pour ¢éliminer toutes traces de contaminants.

Toutes les conditions sont réunies pour utiliser ce support directement dans du vin.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Le polymére de p(GMA)I-NHNH, a prouvé son efficacité a extraire 1’éthanal, 1’acide
pyruvique et 1’acide 2-oxoglutarique en présence de SO, dans des solutions modeles du vin.
Le support ne contamine pas le milieu lors de I’extraction. L’application du procédé
d’extraction est donc maintenant envisageable sur du vin fini, c’est-a-dire a la fin de toutes les
étapes de vinifications et aprés mise en bouteille. La poursuite des travaux a porté sur la mise
en ceuvre de la méthode d’extraction solide-liquide sur plusieurs vins déja mis en bouteille.
Différents vins ont été soumis a D’extraction. Les cinétiques d’extraction ayant déja été
déterminées sur les solutions modeles, le temps de contact entre le support et les vins a été
fixé a 24 h. Les extractions ont ét¢ réalisées sans agitation avec soit 2,5 g/L. de support (250
mg de support dans 100 mL de vin) soit avec 5 g/L. de support (500 mg de support dans 100
mL de vin).

Les caractéristiques principales du support sont rappelées dans le Tableau 47.

Taux Taux

Diameétre . Surface .

. Porosité . d’époxyde | d’hydrazine
des billes b spécifique

@ (%) © e restant greffée
(um) (m/g) " "

(mmol/g) (mmol/g)

p(GMA)1-NHNH, | 100-400 35 79 1,9 1,7

(a) : Estimation par observation d’imagerie MEB  (b) : Détermination par porosimétrie mercure

(c) : Détermination par adsorption d’azote associée a la méthode BET (d) : Détermination par des méthodes de dosage

Tableau 47 : Rappel des caractéristiques du support p(GMA)I-NHNH

I. Extraction dans des vins blancs

I. 1. Extraction dans un vin de Sauternes

L’étude a porté sur un vin liquoreux de Sauternes embouteillé (2013). Pour ce premier essai,
2,5 g/L de support ont été utilisés.

Les quantités initiales d’éthanal, d’acide pyruvique et d’acide 2-oxoglutarique et celles
restantes dans les vins aprés extraction sont déterminées par dosage enzymatique. Les taux de
SO, libre et total sont, quant a eux, déterminés par la méthode de flux continu. La teneur en

SO, combiné a été obtenue par différence.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

La composition initiale du vin de Sauternes est la suivante (Tableau 48) :

Ethanal (mmol/L) 1,56 £0,05
Acide pyruvique (mmol/L) 0,38 £ 0,01
Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 0,29 £ 0,02

Ethanal + Acide pyruvique + Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 2,23 +0,08

SO; libre (mmol/L) 0,23 £0,03
(mg/L) 15+2
SO, total (mmol/L) 2,84 +£0,23
(mg/L) 182+ 15
SO, combiné (mmol/L) 2,61 £0,20
(mg/L) 167 £13

Tableau 48 : Quantités de dérivés carbonylés et de dioxyde de soufre présents initialement

dans le vin de Sauternes étudie

Deux flacons rigoureusement identiques ont été préparés. Chaque flacon comporte 100 mL
de vin. Un flacon sert de témoin pour tenir compte de I’évolution du vin au cours du temps.
L’autre flacon a regu 250 mg de résine. Les compositions des deux flacons sont les

suivantes (Tableau 49) :

. . Quantité de fonctions
Nature de Quantité de dérivés SO; total .
) extractives sur support
I’échantillon | carbonylés (mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L)
Témoin 2,23 +0,07 2,84 + 0,23 0
2,5 g/L de
2,23 +0,07 2,84 + 0,23 4,25
support

Tableau 49 : Caracteristiques initiales des essais effectués sur un vin de Sauternes 2013
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Les deux flacons sont laissés sans agitation pendant 24 h puis les billes sont filtrées. Les

quantités de dérivés carbonylés et de SO, restants sont déterminées.

L. 1. 1. Extraction des dérivés carbonylés

Les résultats des mesures de la concentration en dérivés carbonylés restants dans le vin de

Sauternes apres extraction sont rassemblés dans le Tableau 50.

Acide Acide 2- Dérivés
Ethanal . .
Nature de pyruvique oxoglutarique | carbonylés total
restant
I’échantillon restant restant restant
(mmol/L)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Témoin 1,56 = 0,05 0,38 £ 0,01 0,29 + 0,02 2,23+ 0,08
2,5 g/L de
0,92 + 0,03 0,12+ 0,01 0,10+ 0,01 1,14 £ 0,05
support

Tableau 50 : Quantités de deérivés carbonylés restants (mmol/L) apres [’extraction avec 2,5

g/L de support (temps de contact : 24 h)

Au bout de 24 h de mise en contact avec le support, en présence d’un rapport molaire
[hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 1,90 (2,5 g/L de support ; 4,25 mmol/L de fonctions
extractives), 0,64 mmol/L d’éthanal (42 %) est extrait du milieu ainsi que 0,26 mmol/L
d’acide pyruvique (70 %) et 0,19 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique (66 %). La concentration
totale en dérivés carbonylés a diminué de 49 %. L’extraction des dérivés carbonylés est

efficace dans les vins liquoreux.

I. 1. 2. Mesure de I’évolution du taux de SO,

Les quantités de SO, libre et total restants dans le milieu apres extraction sont mesurées par la

méthode de flux continu. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 51.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

SO, Total SO, libre SO, combiné
Nature de
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
I’échantillon
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
2,84 +0,23 | 0,23 +£0,03 2,61 £0,20
Témoin
182+ 15 15+2 167 £ 13
2,5 g/L de 2,41 +£0,20 | 0,33 +£0,05 2,08 £0,15
support 154+ 13 21+3 133+ 10

Tableau 51 : Mesure de la concentration en SO; libre et total apres [’extraction dans un vin

de Sauternes (temps de contact : 24 h)

Le vin étudié contient initialement 2,84 mmol/L de SO; total et 0,23 mmol/L de SO, libre. La
teneur en SO, total et libre de I’échantillon témoin n’a pas varié. Le vin n’a pas été oxydé.

En ce qui concerne 1’échantillon contenant 4,25 mmol/L de fonctions extractives (2,5 g/L de
support), la quantité¢ de SO, total passe a 2,41 mmol/L soit une diminution de 0,43 mmol/L
(15 %).

La concentration en SO, libre augmente légeérement passant de 0,23 mmol/L dans
I’échantillon témoin a 0,33 mmol/L dans 1’échantillon contenant 4,25 mmol/L de fonctions

extractives. La teneur en SO, combiné baisse de 0,53 mmol/L (20 %).

I. 1. 3. Bilan des extractions

Le Tableau 52 présente un bilan de mati¢re de I’extraction réalisée avec 2,5 g/L. de support
en considérant la quantité de dérivés carbonylés extraits, la quantité de dioxyde de soufre qui
a disparu du milieu et les fonctions extractives disponibles sur le support. Initialement, le vin

contient 2,23 mmol/L de dérivés carbonylés et 2,84 mmol/L de SO,.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Essai d’extraction avec 2,5
g/L de support
Fonctions extractives mises
4,25
en ceuvre (mmol/L)
Concentration initiale en
. 2,23+ 0,08
dérivés carbonylés (mmol/L)
Concentration en dérivés
carbonylés apres extraction 1,14+ 0,05
(mmol/L)
Efficacité d’extraction des
dérivés carbonylés par le 49
support (%)
Concentration en SO, total 2,84 +£0,23
initiale (mmol/) (mg/L) 182+15
Concentration en SO, total
. 2,41 £0,20
apres extraction (mmol/L)
154+ 13
(mg/L)
Concentration en SO, libre 0,23 £0,03
initiale (mmol/) (mg/L) 15+2
Concentration en SO, libre
. 0,33 +£0,05
apres extraction (mmol/L)
21+3
(mg/L)
Fonctions utilisées sur le
1,52
support (mmol/L)
Taux d’utilisation du support 36
(%)

Tableau 52 : Bilan de [’efficacité d’extraction par le support fonctionnalisé sur un vin de

Sauternes (temps de contact : 24 h)

L’extraction des dérivés carbonylés d’un vin de Sauternes est réalisée avec une efficacité de
49 %. L’utilisation de 2,5 g/L. de support (4,25 mmol/L de fonctions extractives) donne de

bons résultats.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

L’extraction a été réalisée sans agitation des flacons. Cette mani¢re de procéder est plus
simple a mettre en ceuvre. La réaction se déroule par diffusion des espéces a extraire depuis la
solution vers la porosité du support d’extraction. Le risque de contamination du vin est
limité : 1’agitation pourrait entrainer une fragilisation du support par les chocs répétés et
induire une pollution.

Les concentrations en SO, total et en SO, combiné ont respectivement diminué de 15 % et de
20 %.

Le procédé mis en ceuvre est efficace aussi bien en solution modele qui est un milieu simple,
que dans le vin, milieu complexe dans lequel plusieurs équilibres se créent et entrent en
compétition.

La fonction hydrazine greffée sur support a prouvé son efficacité bien que seulement 36 %
des fonctions fixées sur le support soient utilisées.

Cela nous a conduits a effectuer les tests sur d’autres vins en utilisant cette fois 2,5 g/L et 5
g/L de support dans le vin. L’influence de la quantité de fonctions extractives sur les résultats

a été étudiée.

I. 2. Extraction dans un vin blanc moelleux

L’extraction des dérivés carbonylés a été réalisée sur un vin blanc moelleux de Bordeaux
(2013). Les quantités d’éthanal, d’acide pyruvique et d’acide 2-oxoglutarique ont été
déterminées par dosage enzymatique tandis que le taux de SO, libre et total a été dosé par la
méthode de flux continu. La teneur en SO, combiné a été obtenue par différence. La

composition initiale du vin est présentée dans le Tableau 53 :
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Ethanal (mmol/L) 1,23 +£0,04
Acide pyruvique (mmol/L) 0,29 + 0,01
Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 0,59 £ 0,02
Ethanal + Acide pyruvique + Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 2,11 +£0,06
SO; libre (mmol/L) 0,55 +0,08
(mg/L) 35+5

SO; total (mmol/L) 2,27+0,18

(mg/L) 145+ 12
SO, combiné (mmol/L) 1,72+0,10

(mg/L) 110+ 7

Tableau 53 : Quantités de dérivés carbonylés et de dioxyde de soufre initialement présents

dans le vin blanc moelleux étudié

Trois flacons rigoureusement identiques ont été préparés. Chaque flacon comporte 100 mL

de vin. Un flacon sert de témoin pour tenir compte de I’évolution du vin au cours du temps.

Les deux autres flacons ont recu respectivement 250 mg et 500 mg de résine. Les

compositions des trois flacons avant extraction sont présentées dans le Tableau 54 :

. Quantité de .
Quantité de dérivés . Rapport molaire
Nature de SO; total fonctions . .
carbonylés . [hydrazine] / [dérivés
I’échantillon (mmol/L) extractives sur
(en mmol/L) carbonylés]
support (mmol/L)
Témoin 2,11 £0,06 2,27+0,18 0 0
2,5 g/L de
2,11 +0,06 2,27+0,18 4,25 2
support
5¢g/L de
2,11 +0,06 2,27+0,18 8,50 4
support

Tableau 54 : Caracteristiques initiales des essais effectués dans un vin blanc moelleux
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Les trois flacons sont laissés sans agitation pendant 24 h puis les billes sont filtrées. Les

quantités de dérivés carbonylés et de SO, restants sont déterminées.

L. 2. 1. Extraction des dérivés carbonylés

Les résultats des mesures de la concentration en dérivés carbonylés restants dans le vin blanc

moelleux apres extraction sont rassemblés dans le Tableau 55.

Total des
Acide Acide 2-
Ethanal _ ‘ dérivés
Nature de pyruvique oxoglutarique
restant carbonylés
I’échantillon restant restant
(mmol/L) restants
(mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L)
Témoin 1,23 £0,04 | 0,29 +0,02 0,59 + 0,02 2,11+0,08
2,5 g/L de
0,57+0,02 | 0,13£0,01 0,37 £ 0,03 1,07 £ 0,06
support
5 g/L de support | 0,14 +0,01 | 0,08 £ 0,01 0,34 £ 0,02 0,56 + 0,04

Tableau 55 : Quantités de deérivés carbonylés restants (mmol/L) apres [’extraction avec 2,5

g/L et 5 g/L de support (temps de contact : 24 h)

Au bout de 24 h de mise en contact avec le support, en présence d’un rapport molaire
[hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 2 (4,25 mmol/L de fonctions extractives ; 2,5 g/L de
support), 0,66 mmol/L d’éthanal a été extrait ainsi que 0,16 mmol/L d’acide pyruvique et 0,22
mmol/L d’acide 2-oxoglutarique. L’efficacité d’extraction globale est de 49 %.

En présence d’un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 4 (8,50 mmol/L de
fonctions extractives ; 5 g/L de support), 1,09 mmol/L d’éthanal a été extrait avec 0,21
mmol/L d’acide pyruvique et 0,25 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique. Au total, 73 % des
dérivés carbonylés ont été extraits.

L’augmentation de la quantité de fonctions extractives dans le milieu améliore 1’efficacité

d’extraction des dérivés carbonylés.
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Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

I. 2. 4. Mesure de I’évolution du taux de SO,

Les quantités de SO, libre et total restants dans le milieu apres extraction sont mesurées par la

méthode de flux continu. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 56 :

SO, Total SO, libre SO, combiné
Nature de
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
I’échantillon
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
2,27+0,18 | 0,55+0,08 1,72+ 0,10
Témoin
145+ 12 35+5 110+ 7
2,5 g/L de 1,89 +0,15 | 0,47 £0,07 1,42 £ 0,08
support 121+ 10 30+4 91+6
5¢g/Lde 1,64 £0,13 | 0,36 +0,05 1,28 £ 0,08
support 105 £8 23+3 82+ 5

Tableau 56 : Mesure de la concentration en SO, libre et total apres extraction dans un vin

blanc moelleux (temsp de contact : 24 h)

Le vin étudié contient initialement 2,27 mmol/L de SO; total et 0,55 mmol/L de SO, libre. La
teneur en SO, total et libre du témoin (aprés 24 h) ne varie pas. Le vin n’a pas été oxydé.

La concentration en SO, total passe de 2,27 mmol/L pour 1’échantillon t¢émoin a 1,89 mmol/L
dans 1’échantillon contenant 4,25 mmol/L de fonctions extractives soit une baisse de

0,38 mmol/L (17 %).

Dans I’échantillon contenant 8,5 mmol/L. de fonctions extractives, la concentration en SO,
total est de 1,64 mmol/L soit une diminution de 0,63 mmol/L (28 %)

La quantité¢ de SO, libre diminue dans le vin traité par le support. Elle passe de 0,55 mmol/L
dans 1’échantillon témoin a 0,47 mmol/L avec un rapport molaire = 2 pour finir a 0,36
mmol/L avec un rapport molaire = 4.

La concentration en SO, combiné diminue de 0,44 mmol/L entre I’échantillon témoin et celui

contenant 8,5 mmol/L de fonctions extractives (diminution de 26 %).
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I. 2. 5. Bilan des extractions

Le Tableau 57 présente un bilan de matic¢re de 1’extraction réalisée avec 2,5 g/L et 5 g/L de

support en considérant la quantité de dérivés carbonylés extraits, la quantité de dioxyde de

soufre qui a disparu du milieu et les fonctions extractives disponibles sur le support.

Initialement, le vin contient 2,11 mmol/L de dérivés carbonylés et 2,27 mmol/L de SO..

Extraction avec 2,5 g/L. de

Extraction avec 5 g/L de

support support
Fonctions extractives mises en
4,25 8,50
ceuvre (mmol/L)
Concentration initiale en dérivés
2,11 +£0,06 2,11 +£0,06
carbonylés (mmol/L)
Concentration en dérivés
carbonylés aprés extraction 1,07 £0,03 0,56 £ 0,02
(mmol/L)
Efficacité d’extraction des dérivés
49 73
carbonylés par le support (%)
Concentration initiale en SO, total 227+0,18 2,27+0,18
(mmol/L) (mg/L) 145+ 12 145+ 12
Concentration en SO, total apres 1,89 £ 0,15 1,64 £0,13
extraction (mmol/L) (mg/L) 121 £10 105 +£8
Concentration initiale en SO, libre 0,55 +0,08 0,55+0,08
(mmol/L) (mg/L) 35+5 35+5
Concentration en SO, libre apres 0,47 +£0,07 0,36 £ 0,05
extraction (mmol/L) (mg/L) 30+4 23+£3
Fonctions utilisées sur le support
1,42 2,18
(mmol/L)
Taux d’utilisation du support (%) 33 25

Tableau 57 : Bilan de [’efficacité d’extraction par le support fonctionnalisé sur un vin blanc

moelleux (temps de contact : 24 h)
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L’extraction des dérivés carbonylés d’un vin moelleux est efficace et dépend de la quantité de
support utilisé.

Le taux d’utilisation du support est de 33 % avec 4,25 mmol/L de fonctions extractives mises
en ceuvre. Ce taux d’utilisation passe a 25 % lorsque 8,25 mmol/L de fonctions extractives
sont employées. L’amélioration de D’efficacité d’extraction n’est pas proportionnelle a la
quantité de fonctions hydrazine introduites dans le vin. Un équilibre est atteint avant que
toutes les fonctions extractives disponibles soient utilisées.

La diminution de la concentration en SO, total dépend également de la quantité de fonctions

hydrazine employées. Le support fixe directement du SO,.

I1. Extraction dans un vin rosé

Le procédé d’extraction a prouvé son efficacité sur les vins blancs. L’application de la
méthode sur d’autres vins a été envisagée. L’extraction des dérivés carbonylés dans un vin
ros¢ de Cotes de Provence (2014) a été étudiée. La composition initiale de ce vin est la

suivante (Tableau 58) :

Ethanal (mmol/L) 0,89 +0,03
Acide pyruvique (mmol/L) 0,21 £ 0,02
Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 0,43 £0,03

Ethanal + Acide pyruvique + Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 1,53 £0,08

SO; libre (mmol/L) 0,25 +0,04
(mg/L) 16 +3

SO; total (mmol/L) 1,36 £ 0,11
(mg/L) 87+7

SO, combiné (mmol/L) 1,11 £0,07
(mg/L) 71 +4

Tableau 58 : Quantités de derivés carbonylés et de dioxyde de soufre présents initialement

dans le vin rosé analysé
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Trois flacons rigoureusement identiques ont été préparés. Chaque flacon comporte 100 mL

de vin. Un flacon sert de témoin pour tenir compte de I’évolution du vin au cours du temps.

Les deux autres flacons ont regu respectivement 250 mg et 500 mg de résine (Tableau 59).

Quantité de dérivés

Quantité de

Rapport molaire

Nature de SO, total fonctions [hydrazine] /
carbonylés . _
I’échantillon (mmol/L) extractives sur [dérivés
(en mmol /L)
support (mmol/L) carbonylés]
Témoin 1,53 0,08 1,36 £ 0,11 0 0
2,5 g/L de
1,53 £0,08 1,36 £ 0,11 4,25 2,8
support
5¢g/L de
1,53 £0,08 1,36 £ 0,11 8,50 5,6
support

Tableau 59 : Caracteristiques initiales des essais effectués dans un vin rosé

Les trois flacons sont laissés sans agitation pendant 24 h puis les billes sont filtrées. Les

quantités de dérivés carbonylés et de SO, restants sont déterminées.

I1. 1. Extraction des dérivés carbonylés

Les résultats des mesures de la concentration en dérivés carbonylés restants dans le vin rosé

apres extraction sont rassemblés dans le Tableau 60 :
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Acide Acide 2- Total des dérivés
Ethanal '
Nature de pyruvique oxoglutarique carbonylés
restant
1’échantillon restant restant restants
(mmol/L)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Témoin 0,89+ 0,03 | 0,21 £0,02 0,43 +£0,03 1,53+ 0,08
2,5 g/L de
0,29+ 0,02 | 0,09 +0,01 0,33 £ 0,02 0,71 +£0,05
support
5 g/L de support | 0,10+0,01 | 0,07+ 0,01 0,31 +0,02 0,48 + 0,04

Tableau 60 : Quantités de deérivés carbonylés restants (mmol/L) apres [’extraction avec 2,5

g/L et 5 g/L de support (temps de contact : 24 h)

Au bout de 24 h de mise en contact, en présence d’un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés
carbonylés] = 2,8 (4,25 mmol/L de fonctions extractives ; 2,5 g/L de support), 0,60 mmol/L
d’éthanal a été extrait du milieu (67 %) ainsi que 0,12 mmol/L d’acide pyruvique (41 %) et
0,10 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique (28 %). L’efficacité globale d’extraction est de 54 %.

Avec un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 5,6 (8,50 mmol/L de fonctions
extractives ; 5 g/L. de support), 0,79 mmol/L d’éthanal a été extrait du milieu comme 0,14
mmol/L d’acide pyruvique et 0,12 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique. Dans ce cas, 69 % des

dérivés carbonylés ont été extraits du vin.

I1. 2. Mesure de I’évolution du taux de SO,

Les quantités de SO, libre et total restants dans le milieu apres 1’extraction sont mesurées par

la méthode de flux continu. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 61 :
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SO, Total SO; libre SO, combiné
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
1,36 £ 0,11 0,25+ 0,04 1,11 +£0,07
Temoin 87+7 16+3 71 +4
2,5 g/L de 1,20 + 0,09 0,20 + 0,03 1,00 + 0,06
support 77+ 6 13+£2 64 +4
5g/Lde 0,96 + 0,08 0,17 +0,02 0,79 £ 0,06
support 61+5 11+1 50+4

Tableau 61 : Mesure de la concentration en SO, libre et total apres extraction dans un vin

rosé (temps de contact : 24 h)

La concentration en SO, total diminue en présence du support. Dans 1’échantillon contenant
4,25 mmol/L de fonctions extractives, il reste 1,20 mmol/L de SO, total (soit une baisse de 12
%). La concentration en SO, total passe a 0,96 mmol/L dans 1’échantillon comportant 8,5
mmol/L de fonctions extractives (baisse de 29 %).

La concentration en SO, libre diminue légeérement lorsque le vin est traité par le support,
passant de 0,25 mmol/L dans 1’échantillon témoin a 0,20 mmol/L avec 4,25 mmol/L
d’hydrazine fixée sur support. Elle atteint 0,17 mmol/L avec 8,5 mmol/L de fonctions
extractives.

Le taux de SO, combiné diminue de 29 % en présence de 8,5 mmol/L de fonctions

extractives.

II. 3. Bilan des extractions

Le Tableau 62 présente un bilan de maticre de I’extraction réalisée dans un vin rosé avec 2,5
g/L et 5 g/L de support en considérant la quantité de dérivés carbonylés extraits, la quantité de
dioxyde de soufre qui a disparu du milieu et le nombre de fonctions extractives disponibles
sur le support. Rappelons qu’initialement, le vin contient 1,53 mmol/L de dérivés carbonylés

et 1,36 mmol/L de SO..
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Extraction avec 2,5 g/L de

Extraction avec 5 g/L de

support support
Fonctions extractives mises
4,25 8,50
en ceuvre (mmol/L)
Concentration initiale en
_ 1,53 +£0,08 1,53 £ 0,08
dérivés carbonylés (mmol/L)
Concentration en dérivés
carbonylés aprés extraction 0,71 £ 0,05 0,48 £ 0,04
(mmol/L)
Efficacité d’extraction des
‘ 54 69
dérivés carbonylés (%)
Concentration initiale en SO, 1,36 £ 0,11 1,36 £0,11
total (mmol/L) (mg/L) 87+7 87+7
Concentration en SO, total
1,20 = 0,09 0,96 £ 0,08
apres extraction (mmol/L)
77+6 61+5
(mg/L)
Concentration initiale en SO, 0,25 £ 0,04 0,25 £ 0,04
libre (mmol/L) (mg/L) 16 £3 16 +3
Concentration en SO, libre
0,20+ 0,03 0,17 +£0,02
apres extraction (mmol/L)
13+£2 11+1
(mg/L)
Fonctions utilisées sur le
1,03 1,44
support (mmol/L)
Taux d’utilisation du support
24 17

(o)

Tableau 62 : Bilan de [’efficacité d’extraction par le support fonctionnalisé sur un rosé

(temps de contact : 24 h)

L’extraction des dérivés carbonylés dans un vin rosé est efficace. L’augmentation de la
quantité¢ de supports dans le vin a une incidence sur D’efficacité d’extraction. Avec 4,25
mmol/L de fonctions extractives, 54 % des dérivés carbonylés sont extraits du vin. En
présence de 8,50 mmol/L de fonctions extractives, 69 % des dérivés carbonylés sont extraits.

La baisse de la concentration en SO, total est plus importante lorsqu’un large exces de
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fonctions extractives est présent dans le vin. Le taux d’utilisation du support est de 24 %
lorsqu’on utilise 2,5 g/L de support et descend a 17 % avec 5 g/L. de support. L’amélioration
de Defficacité de fixation des dérivés carbonylés n’est pas proportionnelle a la quantité de

fonctions extractives introduites dans le milieu.

II1. Extraction dans un vin rouge

Le procédé d’extraction a prouvé son efficacité sur les vins blancs et rosés. Il ne nous reste
plus qu’a effectuer des essais sur un vin rouge. Le vin étudié est un vin rouge de Bordeaux
(2013). Les quantités d’éthanal, d’acide pyruvique et d’acide 2-oxoglutarique ont été
déterminées par dosage enzymatique tandis que le taux de SO, libre et total a été dosé par la
méthode de flux continu. La teneur en SO, combiné a été obtenue par différence. La

composition initiale est la suivante (Tableau 63) :

Ethanal (mmol/L) 1,66 £ 0,05
Acide pyruvique (mmol/L) 1,35+ 0,04
Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 0,62 £ 0,02

Ethanal + Acide pyruvique + Acide 2-oxoglutarique (mmol/L) 3,63+0,11

SO; libre (mmol/L) 0
SO; total (mmol/L) 1,09 + 0,09
(mg/L) 70+ 6
SO, combiné (mmol/L) 1,09 £ 0,09
(mg/L) 70 £ 6

Tableau 63 : Quantités de dérivés carbonylés et de dioxyde de soufre présents initialement

dans le vin rouge analysé

Trois flacons rigoureusement identiques ont été préparés. Chaque flacon comporte 100 mL
de vin. Un flacon sert de témoin pour tenir compte de I’évolution du vin au cours du temps.

Les deux autres flacons ont regu respectivement 250 mg et 500 mg de résine (Tableau 64) :
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) ) Quantité de Rapport molaire
Quantité de dérivés ) )
Nature de SO, total fonctions [hydrazine] /
_ carbonylés _ _
I’échantillon (mmol/L) extractives sur [dérivés
(mmol/L)
support (mmol/L) carbonylés]
1,09
Témoin 3,63+0,11 0 0
+ 0,09
250 mg de 1,09
3,63+0,11 4,25 1,2
support + 0,09
500 mg de 1,09
3,63+0,11 8,50 2,3
support + 0,09

Tableau 64 : Caractéristiques initiales des essais effectués dans un vin rouge

Les trois flacons sont laissés sans agitation pendant 24 h puis les billes sont filtrées. Les

quantités de dérivés carbonylés et de SO, restants sont déterminées.

I1I. 1. Extraction des dérivés carbonylés

Les résultats des mesures de la concentration en dérivés carbonylés restants dans le vin rouge

apres extraction sont rassemblés dans le le Tableau 65.

Acide Acide 2- Total des dérivés
Ethanal '
Nature de pyruvique oxoglutarique carbonylés
restant
1’échantillon restant restant restants
(mmol/L)
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Témoin 1,66 0,05 | 1,35+0,04 0,62 = 0,02 3,63+0,11
2,5 g/L de
1,37+0,04 | 1,13 +£0,03 0,16 = 0,01 2,64 + 0,08
support
5 g/L de support | 0,91 0,03 | 1,07 +0,03 0,15+0,01 2,13+ 0,07

Tableau 65 : Quantités de deérivés carbonylés restants (mmol/L) apres [’extraction avec 2,5

g/L et 5 g/L de support (temps de contact : 24 h)

159



Chapitre 3 : Extraction des dérivés carbonylés dans des vins

Au bout de 24 h de mise en contact, avec un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés
carbonylés] = 1,2 (4,25 mmol/L de fonctions extractives ; 2,5 g/L de support), 0,29 mmol/L
d’éthanal a été extrait avec 0,22 mmol/L d’acide pyruvique et 0,46 mmol/L d’acide 2-
oxoglutarique. L’efficacité globale d’extraction est de 27 %.

L’utilisation d’un rapport molaire [hydrazine] / [dérivés carbonylés] = 2,3 (8,50 mmol/L de
fonctions extractives ; 5 g/L de support) a permis d’extraire 0,75 mmol/L d’éthanal ainsi que
0,28 mmol/L d’acide pyruvique et 0,46 mmol/L d’acide 2-oxoglutarique. Au total, 41 % des
dérivés carbonylés ont été extraits.

L’utilisation d’un exces de fonctions extractives améliore 1’efficacité d’extraction des dérivés

carbonylés.

II1. 2. Mesure de I’évolution du taux de SO,

Les quantités de SO, libre et total restants dans le milieu apres 1’extraction sont mesurées par

la méthode de flux continu. Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 66 :

SO, Total SO, libre | SO, combiné
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Témoin 1,09 £ 0,09 0 1,09 + 0,09
70+ 6 70+ 6
2,5 g/L de 1,06 £ 0,08 1,06 £ 0,08
support 68+5 0 68+5
5g/Lde 1,03 £ 0,08 0 1,03 £ 0,08
support 66+ 5 66+5

Tableau 66 : Mesure de la concentration en SO, libre et total apres extraction dans un vin

rouge (temps de contact : 24 h)

Ce vin fini embouteillé ne contient pas de SO, libre. Le SO, total est uniquement sous forme
combinée. La concentration en SO, diminue trés légérement, passant de 1,09 mmol/L dans
I’échantillon témoin a 1,06 mmol/L dans celui contenant 4,25 mmol/L de fonctions

extractives. Elle atteint 1,03 mmol/L en présence de 8,50 mmol/L de fonctions extractives.
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Cette faible diminution peut s’expliquer par le fait que ce vin ne contienne pas de SO; libre.
La concentration en dérivés carbonylés est pratiquement deux fois supérieure a celle en SO,.
Tout le SO, a été¢ combiné et il reste une grande quantité de dérivés carbonylés libres.

Lorsque le support est introduit dans le milieu, ce sont les dérivés carbonylés restés sous
forme libre qui sont extraits du milieu. L’ extraction des dérivés carbonylés n’a quasiment pas
d’incidence sur la concentration en SO,. Pour que la concentration en SO, total diminue, il

faudrait d’abord extraire tous les dérivés carbonylés restés libres dans le vin.

III. 3. Bilan des extractions

Le Tableau 67 présente un bilan de matiére de 1’extraction réalisée dans un vin rouge avec
2,5 g/l et 5 g/L de support en considérant la quantité de dérivés carbonylés extraits, la
quantité de dioxyde de soufre qui a disparu du milieu et le nombre de fonctions extractives
disponibles sur le support. Rappelons qu’initialement, le vin contient 3,63 mmol/L de dérivés

carbonylés et 1,09 mmol/L de SO,.
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Extraction avec 2,5 g/L. de

Extraction avec 5 g/L de

support support
Fonctions extractives mises en
4,25 8,50
ceuvre (mmol/L)
Concentration initiale en dérivés
3,63+£0,11 3,63+0,11
carbonylés (mmol/L)
Concentration en dérivés carbonylés
2,64 + 0,08 2,13+ 0,06
apres extraction (mmol/L)
Efficacité d’extraction des dérivés
28 42
carbonylés (%)
Concentration initiale en SO, total 1,09 +£ 0,09 1,09 +£ 0,09
(mmol/L) (mg/L) 70+ 6 70+ 6
Concentration en SO, total apres 1,06 £ 0,08 1,03+ 0,08
extraction (mmol/L) (mg/L) 68 +£5 66 £5
Fonctions utilisées sur le support
1,02 1,56
(mmol/L)
Taux d’utilisation du support (%) 24 18

Tableau 67 : Bilan de [’efficacité d’extraction par le support fonctionnalisé en 24 h dans un

vin rouge (temps de contact : 24 h)

L’extraction des dérivés carbonylés dans un vin rouge est moins efficace que dans le cas des

vins blancs et rosés étudiés précédemment. L utilisation d’un exces de fonctions extractives

améliore la qualité de I’extraction.

Le vin rouge étudié¢ ne contient pas de dioxyde de soufre sous forme libre. Les composés

carbonylés extraits dans ce vin ne sont pas combinés au SO,. L’extraction des dérivés

carbonylés n’influence pas, dans ce cas, la concentration en SO, total.

Le taux d’utilisation du support est de 24 % en présence de 2,5 g/L de support et descend a 18

% avec 5 g/L de support.
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IV. Recherche de contaminants dans les vins étudiés

La consommation des vins doit étre possible aprés I’extraction des dérivés carbonylés. La
libération de composés dans le milieu n’est pas tolérée. La recherche de traces d’hydrazine
dans les différents vins ayant été mis en contact avec le support d’extraction a été réalisée et

les résultats sont les suivants (Tableau 68) :

Concentration en Quantités de fonctions extractives (mmol/L)
hydrazine (ppm)
retrouvée apres 4,25 8,50

extraction dans :

Vin blanc Sauternes 22+0,2 -
Vin blanc Moelleux 1,8 +0,1 39+0,3
Vin rosé 2,5+0,3 52+04
Vin rouge 2,8+0,3 5,1+0,3

Tableau 68 : Quantités d’hydrazine retrouvées dans les vins apres extraction

De faibles quantités d’hydrazine sont retrouvées dans les vins apres extraction avec le support
p(GMA)1-NHNH,. L’augmentation de la quantit¢ de fonctions extractives entraine une
augmentation de la quantité d’hydrazine retrouvée dans les vins. Cette quantité est faible et
n’excede pas 10 ppm.

La contamination, aussi faible soit elle, des vins ne peut étre acceptée. Il est indispensable

d’améliorer les conditions de lavages du support apres fonctionnalisation.
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V. Conclusions

Les extractions réalisées sur un vin blanc liquoreux, un vin blanc moelleux, un vin rosé et un
vin rouge ont été efficaces. L’éthanal, 1’acide pyruvique et I’acide 2-oxoglutarique sont
extraits par I’hydrazine fixée sur un support polymere poreux. Le procédé d’extraction sur
phase solide est donc efficace dans un milieu complexe tel que le vin. Il peut s’appliquer a
n’importe quel vin. Lors de D’extraction des dérivés carbonylés, la concentration en SO,
combiné a diminué dans tous les cas étudiés. L’objectif final est donc atteint. Cependant, la
diminution de la concentration en SO, combiné n’est pas aussi importante qu’on I’espérait. La
concentration en SO, total et en SO, libre diminue également.

Une étude des contaminants a montré que de trés faibles concentrations en hydrazine sont
retrouvées dans les vins. La toxicité de I’hydrazine ne permet pas la consommation de vins
contaminés avec ce composé. Il sera indispensable de procéder a un lavage plus efficace du
support afin d’éliminer toutes traces d’hydrazine dans les vins.

Il serait intéressant de détailler et de discuter des équilibres qui s’établissent dans les vins afin

de comprendre les résultats obtenus.

164









Chapitre 4 :

Discussion générale sur le procédé
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Les extractions des dérivés carbonylés réalisées sur des solutions modeles et sur plusieurs
vins ont prouvé l’efficacit¢ de la méthode. L’éthanal, I’acide pyruvique et 1’acide 2-
oxoglutarique ont été extraits par le copolymére de méthacrylate de glycidyle fonctionnalisé
avec de I’hydrazine. Ces composés participent a la combinaison du SO,. Les concentrations
en SO; total et combiné ont diminué lors de ’extraction des dérivés carbonylés. Une 1égere
diminution de la concentration en SO, libre a également été observée.

Plusieurs équilibres entrent en compétition lors de I’extraction des dérivés carbonylés. Il est

nécessaire de les détailler afin d’essayer de comprendre les bilans de matiéres obtenus.

I- Bilan des équilibres

Avant I’ajout du support, deux équilibres s’établissent dans les solutions : celui du dioxyde de
soufre en milieu aqueux en fonction du pH et celui entre les dérivés carbonylés et le dioxyde

de soufre (Figure 65).

K; Ky

HzSO3 ‘——‘ H* + HSO3- ‘——‘ H* SO32_

R R
1/K 4 |
c— +  HSOy ~——> R'—(|:—OH
Rl
803-

Figure 65 : Equilibre entres les différentes formes du dioxyde de soufre et combinaison avec

les dérivés carbonylés

La constante de dissociation Kg4, est une valeur propre a chaque dérivé carbonylé. Elle régit
I’équilibre qui se forme entre le SO, et chaque dérivé carbonylé. Plus la valeur de Kq est
faible, plus I’équilibre est déplacé vers la forme combinée (cas de I’éthanal). Dans le cas des

dérivés carbonylés étudiés, 1’ordre des constantes de dossiciation est le suivant :

K4 éthanal < Ky acide pyruvique < K4 acide 2-oxoglutariqque
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L’éthanal est fortement combiné au SO, alors que I’acide 2-oxoglutarique est le composé le
moins fortement combiné au SO,.

La concentration totale en dioxyde de soufre dans le milieu est égale a la concentration en
dioxyde de soufre libre dans le milieu et a la concentration en dioxyde de soufre combiné aux
dérivés carbonylés du vin.

La concentration totale en dérivés carbonylés présents dans le milieu est égale a la somme de
la quantité de dérivés carbonylés libres et a la quantité de dérivés carbonylés combinés au

dioxyde de soufre.

[SOZ]Total = [SOZ]Libre + [SOZ]Combiné

[Dérivé carbonyl€]romr = [Dérivé carbonylé]rine + [Dérivé carbonylé]combing

Lors de I’ajout du support fonctionnalisé, les dérivés carbonylés restés libres vont se fixer sur
le support. L’équilibre de combinaison avec I’ion HSO3 est déplacé. Les dérivés carbonylés
se décombinent du SO, pour se recombiner avec I’hydrazine fixée sur le support. La
concentration en SO, libre va augmenter alors que la concentration en SO, combiné va
diminuer.

Le systéme est constitu¢ de deux équilibres compétitifs de constantes respectives Ky
(combinaison dérivés carbonylés et SO,) et Ky (combinaison dérivés carbonylés/support)

(Figure 66).

0) NHNH» R
\
\C_R' - NHN :C/ + H,O
/ - N
- Ks R
R
O\\ 1/K 4 |
C—R' + HSO3_ ‘: R'_T_OH
R SO,

Figure 66 : Equilibres dans le vin en présence des supports d’extraction
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Lors de l’introduction du support dans la solution, la concentration totale en dérivés
carbonylés est égale a la somme de la concentration en dérivés carbonylés restés libres, de la
concentration en dérivés carbonylés combinés au SO, et de la concentration en dérivés
carbonylés fixés sur le support. La concentration totale en SO, est égale a la somme de la

concentration en SO, libre et de la concentration en SO, combiné aux dérivés carbonylés.

[SOZ]Total = [SO2]Libre + [SOZ]Combiné aux dérivés carbonylés

[Dérivé carbonylé]rom = [Dérivé carbonylé]riee + [Dérivé carbonylé]combine au so2 +

[DéI'lVé CarbOIlylé]Fixé sur support

La présence du support déplace 1’équilibre vers la combinaison des dérivés carbonylés avec la

fonction extractive en libérant du SO,.

II- Résultats obtenus lors de P’extraction des dérivés carbonylés

dans les solutions modeles

Les extractions des dérivés carbonylés seuls en présence de SO, permettent de comprendre le
comportement de chaque composé lors de I’extraction des dérivés carbonylés.
Les résultats obtenus lors de I’extraction de 1’éthanal seul en présence de SO, sont présentés

dans le Tableau 69 :

167



Discussion générale sur le procédé

Quantité de Rapport SO, total Efficacité
Ethanal SO,
fonctions molaire restant SO, libre d’extraction
restant combiné
extractives [hydrazine]/ (mmol/L) (mmol/L) de I’éthanal
(mmol/L) (mmol/L)
(mmol/L) [DC] (%)
0 0 1,70 2,80+0,22 | 1,21 +0,19 1,59 0
+ 0,05 180+ 14 78+ 12 102
0,88 2,34+0,19 | 1,15+£0,17 1,19
3,40 2 48
+ 0,03 150+ 12 74+ 11 76
0,70 2,18+0,17 | 1,01 £0,15 1,17
6,80 4 59
+ 0,02 140+ 11 65+10 76
0,36 2,01+0,16 | 0,89+0,13 1,12
13,60 8 79
+0,01 129+ 10 57+8 72
0,30 1,80+0,14 | 0,70+ 0,11 1,10
17,00 10 82
+ 0,01 115+9 45+7 70

Tableau 69 : Bilan de [’extraction de |’éthanal seul en présence de SO,

Dans I’échantillon témoin, la concentration en éthanal est trés proche de la concentration en
SO, combiné. L’éthanal combine bien, comme indiqué dans la littérature, le SO, a prés de

99 %. L’extraction d’une mole d’éthanal devrait entrainer une diminution de la concentration
en SO, combiné d’une valeur égale a une mole, libérant ainsi une mole de SO, libre. Ces
résultats n’ont pas été observés.

En présence de 3,40 mmol/L de fonctions extractives (rapport molaire = 2) la concentration
en SO, combiné diminue de 25 % alors que 48 % de I’éthanal a été extrait.

En augmentant la quantité de fonctions extractives, la concentration en SO, combiné ne varie
plus alors que la concentration en éthanal diminue (82 % en présence de 17,00 mmol/L de
fonctions extractives).

Ce résultat inattendu ne peut pas étre expliqué a partir des connaissances actuelles de 1’éthanal

et du dioxyde de soufre.
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Les résultats obtenus lors de ’extraction de I’acide pyruvique seul en présence de SO, sont

présentés dans le Tableau 70 :

Quantité de Rapport Acide SO, total ) SO, Efficacité
SO; libre . ‘
fonctions molaire pyruvique restant combiné d’extraction de
(mmol/L) ‘
extractives | [hydrazine]/ restant (mmol/L) (ma/L) (mmol/L) I’acide
mg :
(mmol/L) [DC] (mmol/L) (mg/L) (mg/L) pyruvique (%)
2,80+0,22 | 1,80+0,27 1,00
0 0 1,70 + 0,05 0
180 + 14 11517 65
2,68 £0,21 | 2,03+0,30 0,65
3,40 2 0,87 £0,03 49
17213 130+ 19 42
2,55+0,20 | 2,15+0,32 0,40
6,80 4 0,48 £ 0,02 72
163+ 13 138 £20 25
0,17 2,44+0,19 | 2,15+0,32 0,29
13,60 8 90
+ 0,005 156+ 12 138 £20 18
0,15 2,25+0,18 | 2,21 +0,33 0,04
17,00 10 91
+ 0,005 144+ 12 142 £ 21 2

Tableau 70 : Bilan de ’extraction de [’acide pyruvique seul en présence de SO,

Dans 1’échantillon témoin, environ 60 % de 1’acide pyruvique est combiné au SO,. Lorsque

I’acide pyruvique est extrait du milieu, une diminution de la concentration en SO, combiné

est observée avec une augmentation de la concentration en SO, libre. En présence d’un large

exces de fonctions extractives (17,00 mmol/L de fonctions extractives ; rapport molaire = 10),

91 % de I’acide pyruvique a été extrait. La concentration en SO, combiné est quasi nulle.

En introduisant le support dans le milieu, I’acide pyruvique resté libre se fixe sur le support en

premier. L’équilibre qui s’établit entre ’acide pyruvique et le SO, est déplacé. L’acide

pyruvique se décombine du dioxyde de soufre et se combine a I’hydrazine fixée sur le

support. La concentration en SO, combiné diminue tandis que celle en SO, libre augmente.

Lorsque le milieu contient une faible concentration en acide pyruvique, le SO, reste sous

forme libre.
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Les résultats obtenus lors de I’extraction de 1’acide 2-oxoglutarique seul en présence de SO,

sont présentés dans le Tableau 71 :

Quantité de Rapport Acide 2- SO, total SO, libre SO, .
_ Efficacité
fonctions molaire oxoglutarique restant restant combiné )
d’extraction
extractives | [hydrazine]/ restant (mmol/L) (mmol/L) restant %)
(mmol/L) [DC] (mmol/L) (mg/L) (mg/L) (mmol/L) ’
2,80+0,22 | 2,30+ 0,35 0,50
0 0 1,70 £ 0,05 0
180 + 14 147 £ 22 147
2,68 0,21 | 2,63 +0,40 0,05
3,40 2 1,05+0,03 38
17213 168 £26 168
2,04+0,16 | 2,04+ 0,31
6,80 4 0,53 £ 0,02 0 69
13110 131 +£20
1,90 +0,15 | 1,90 + 0,28
13,60 8 0,15 + 0,005 0 91
122+ 10 122+ 18
1,85+0,15 | 1,85+ 0,28
17,00 10 0,14 + 0,005 0 92
118 +10 118 +18

Tableau 71 : Bilan de ’extraction de [’acide 2-oxoglutarique seul en présence de SO;

Dans I’échantillon témoin, 30 % de 1’acide 2-oxoglutarique est combiné au SO,. L’ extraction
de I’acide 2-oxoglutarique s’accompagne d’une diminution de la concentration en SO; total et
d’une augmentation de la concentration en SO, libre.

En présence d’un excés de fonctions extractives (6,80 mmol/L de fonctions extractives ;
rapport molaire = 4), les concentrations en SO, total et libre sont identiques. L’acide 2-
oxoglutarique est totalement décombiné du SO,.

L’équilibre qui s’établit entre 1’acide 2-oxoglutarique et le dioxyde de soufre est déplacé et le

SO, est uniquement sous forme libre.

L’extraction des dérivés carbonylés individuellement dans des solutions modéles permet une
compréhension des mécanismes ayant lieu. Les extractions de I’acide pyruvique et de I’acide
2-oxoglutarique donnent des résultats attendus. Ces deux composés se décombinent du SO, ce

qui provoque une baisse de la concentration en SO, combiné et une augmentation de la
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concentration en SO, libre. L’extraction de 1’éthanal donne des résultats surprenants et
inexpliqués. La concentration en SO, combiné reste élevée (1,10 mmol/L) alors que 82 %
d’éthanal a été extrait du milieu (il reste 0,30 mmol/L d’éthanal). Aucune explication n’a pu
étre donnée a partir des connaissances actuelles sur la combinaison entre 1’éthanal et le

dioxyde de soufre.

Dans tous les cas étudiés, une diminution de la concentration en SO, total a été observée lors
de I’extraction. Ces résultats nous ont conduits a émettre I’hypothése de 1’existence d’une
réaction directe entre I’hydrazine greffée sur support et le SO,. Au pH des vins, I’hydrazine se
trouve sous forme protonée et peut réagir avec le SO, libre. Le support peut fixer le SO,
initialement libre dans le vin ou le SO, libéré par décombinaison avec les dérivés carbonylés.

Il se forme alors un hydrogénosulfite d’hydrazinium avec 1’ion HSOj;™ (Figure 67).

NHNH.* + HSOx —_ . NHNH,.SO, + H,0
3 3 ~

Figure 67 : Formation d’un adduit entre I’hydrazine et le SO,

La diminution de la concentration en SO, total, dans tous les cas étudiés, a été attribuée a une
réaction directe entre I’hydrazine greffée sur le support solide et le dioxyde de soufre. Cette
hypothese a été confirmée par la mise en contact du support fonctionnalisé avec une solution
hydroalcoolique ne contenant que du SO,.

Les méthodes de dosages ne permettent pas de prendre en considération la quantité¢ de SO,
fixé sur le support ce qui explique les écarts observés. Les incertitudes des mesures peuvent

¢galement expliquer les écarts observés sur les concentrations en SO, libre et total.

L’extraction des dérivés carbonylés dans les solutions modéles a permis de comprendre les
déplacements d’équilibre qui ont lieu. Cependant, dans les vins, tous les dérivés carbonylés
sont présents. Il est indispensable de prendre en compte des notions de compétitions entre les

équilibres. De plus, chaque équilibre va subir I’influence des autres équilibres.
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III- Résultats obtenus lors de I’extraction des dérivés carbonylés

dans les vins

Lors de I’extraction des dérivés carbonylés dans les vins, les concentrations en SO, libre et
total diminuent. Concernant le SO, combiné, une formule permet de calculer la quantité¢ de
SO, combiné par un dérivé carbonylé en fonction de sa constante de dissociation (K4) [22]. La

formule est la suivante :

0+ i
[SO,c] = P [50,1] x 64
d 64

Avec [S0,1] la concentration en SO, libre mesuré par flux continu
[A] la concentration du dérivé carbonylé A présent en solution
M(A) la masse molaire du dérivé carbonylé A

K4 la constante de dissociation du composé carbonylé A

SO,c la concentration en SO, combiné au composé carbonylé A

64 correspond a la masse molaire du SO,

La constante de dissociation de chaque dérivé carbonylé étudié est connue ainsi que sa masse
molaire. Leur concentration en solution a été déterminée par dosage enzymatique et la
concentration en SO, libre a ét¢ mesurée par la méthode de flux continu. Cette formule
permet d’accéder a la concentration en SO, combiné a chacun des dérivés carbonylés. La
formule a été appliquée aux trois composés que 1’on cherche a extraire du vin. La somme des
trois concentrations calculées permet d’accéder a la valeur de SO, combiné par I’éthanal,
I’acide pyruvique et I’acide 2-oxoglutarique. La comparaison du résultat obtenu a la teneur en
SO, combiné total (déterminée par différence entre le SO, total et le SO, libre) permet
d’évaluer la contribution des trois composés choisis a la combinaison du SO,.

Les résultats calculés dans le vin blanc de Sauternes sont rassemblés dans le Tableau 72 :
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Témoin 2,5 g/L support

Concentration en

dérivés carbonylés 2,23+ 0,08 1,14 £ 0,05
(mmol/L)
SO; total (mmol/L) 2,84 +£0,23 2,41 +0,20
(mg/L) 182+15 154+13
SO, libre (mmol/L) 0,23 + 0,03 0,33 £ 0,05
(mg/L) 15+2 21+3
SO, combiné total @ 2,61 2,08
(mmol/L) (mg/L) 167 133
SO, combiné par les
. 1,79 1,04
3 composés ®)
115 67
(mmol/L) (mg/L)
Participation des 3
composés a la 70 50

combinaison (%)

(a) : obtenue par différence entre SO; total et SO, libre b : calculé selon I’équation

Tableau 72 : Estimation du taux de combinaison du dioxyde de soufre avec les dérivés

carbonylés dosés apres [’extraction dans un vin de Sauternes

Les résultats obtenus dans I’échantillon témoin confirment le choix judicieux de la sélection
des trois molécules: I’éthanal, 1’acide pyruvique et 1’acide 2-oxoglutarique sont
majoritairement responsables de la combinaison du SO, dans le vin non traité (69 %).

Lorsque les trois composés carbonylés sont extraits du vin (49 % d’extraction), la quantité de
SO, combiné diminue, ce qui était 1’objectif de 1’étude. Une baisse de 20 % de la
concentration en SO, combiné est observée.

La participation des trois dérivés carbonylés étudiés a la combinaison du SO, diminue en
présence du support. En présence de 4,25 mmol/L de fonctions extractives (2,5 g/L de
support), la participation de ces composés a la combinaison du dioxyde de soufre n’est plus
que de 50 %. Cependant, la concentration en SO, combiné reste importante. De nombreuses
molécules, qui ont volontairement été exclues de I’étude, sont susceptibles de combiner le

SO, dans les vins.
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On peut citer par exemple le 5-oxofructose, dont le Kq= 0,4 mmol/L et la teneur moyenne
dans les vins est d’environ 0,60 mmol/L. Le glyoxal participe également a la combinaison du
SO, (K4 = 0,15 mmol/L et sa teneur est estimé¢ a 1,00 mmol/L). En considérant les teneurs
théoriques de ces deux composés dans les vins et en appliquant 1’équation précédente, on
estime qu’environ 25 % du SO, est combiné a ces deux composés (ce sont des estimations car
les teneurs exactes n’ont pas été dosées).

Les incertitudes de mesures ainsi que la combinaison du SO, avec d’autres composés

permettent d’expliquer les différences observées.
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L'objectif de cette étude était la diminution de la concentration en SO, qu’il est nécessaire
d’ajouter aux vins afin d’assurer leur conservation. La proportion de SO, combiné dans les
vins est importante mais n’a aucune activité pour la conservation des vins. Il est donc
nécessaire de réduire la proportion de SO, combiné des vins.
La méthode retenue consiste a éliminer du vin les dérivés carbonylés naturellement présents,
n’ayant pas d’activité conservatrice et responsables de la formation de combinaisons
bisulfitiques.
L'extraction de ces composés doit s'effectuer sans dénaturer les qualités organoleptiques du
vin et sans générer l'apparition de nouvelles molécules qui pourraient étre source de
contamination du vin. La méthode retenue a été l'extraction sur phase solide.
Une étude bibliographique portant sur les dérivés carbonylés responsables de la combinaison
bisulfitique, sur leur réactivité ainsi que sur les réactions auxquelles ils sont susceptibles de
participer a été réalisée. Celle-ci a permis de sélectionner les dérivés carbonylés a extraire
prioritairement et de mettre en avant des familles de molécules susceptibles de les extraire
suivant les contraintes imposées pour cette étude :

- milieu hydroalcoolique

- température ambiante

- pas d'ajout de catalyseur

- pas de libération de composés dans le milieu
Les dérivés carbonylés considérés comme responsables de la plus grande partie du piégeage
du dioxyde de soufre dans les vins sont I'éthanal, I'acide pyruvique et I'acide 2-oxoglutarique.
La famille de molécule retenue a l'issu de cette recherche comme pouvant étre des agents
d’extraction des dérivés carbonylés était I’hydrazine et ses dérivés.
Cet agent d'extraction a été fixé sur des supports insolubles pour mettre en ceuvre l'extraction
sur phase solide. Le type de support d’extraction retenu a été un support polymere organique.
Dans le cas du greffage de la fonction sulfonylhydrazine sur support polymere, une résine
sulfonique commerciale a été¢ fonctionnalisée avec de 1’hydrazine afin d’obtenir le greffage
désiré. Une activation micro-ondes a ¢été choisie car elle permet d’effectuer la
fonctionnalisation en une seule étape sans utiliser de solvant ni de composés chlorés

contrairement aux travaux de la littérature. Les micro-ondes permettent également de réduire
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considérablement le temps de réaction.

Les conditions opératoires optimales de greffage ont été établies grace a I’application d’une
méthode mathématique permettant de tendre rapidement vers un optimum réactionnel. La
méthode du simplexe consiste a faire varier simultanément plusieurs parametres
préalablement choisis en suivant une régle mathématique, et a éliminer a chaque étape les
conditions donnant le plus mauvais rendement. L’opération est répétée jusqu’a ce que le
rendement ne soit plus amélioré.

La sulfonylhydrazine greffée sur support polymére a pu étre obtenue avec un rendement
avoisinant 85 %. Les supports obtenus par le traitement ne présentent pas de fragilité
physique.

La vérification de I’efficacité de ces supports pour 1’extraction des dérivés carbonylés a été
réalisée sur des solutions modeles du vin. Ce sont des solutions hydroalcooliques, contenant
des concentrations connues de dérivés carbonylés, ajustées au pH des vins. Il a été possible
d’étudier I’extraction des dérivés carbonylés aussi bien séparément qu’en mélange, en
présence ou en absence de SO,. Dans tous les cas étudiés, 1’éthanal, I’acide pyruvique et
I’acide 2-oxoglutarique ont bien pu étre extraits par la sulfonylhydrazine greffée sur support
solide. La méthode d’extraction retenue est applicable a n’importe quelle étape du processus
de vinification, y compris apres sulfitage.

La stabilit¢ chimique de 1’espéce greffée a ensuite été vérifiée avant d’appliquer ce support
sur du vin car il ne faut pas libérer de molécules indésirables dans le milieu. L hydrazine étant
un compos¢ hautement toxique, nos efforts ont été concentrés sur cette molécule. Une
méthode de dosage de 1’hydrazine a faible concentration a été développée. L’emploi de cette
méthode nous a permis d’observer un relargage important d’hydrazine dans le milieu. Il n’est
pas envisageable d’utiliser ce support dans les vins.

Le développement d’un support chimiquement plus stable a donc été entrepris. Apres
plusieurs tentatives infructueuses, un nouveau support a pu étre obtenu par copolymérisation
en suspension par voie radicalaire de méthacrylate de glycidyle, de diméthacrylate d’éthyléne
glycol et de divinylbenzeéne. Les supports polyméres obtenus, présentant des fonctions
¢poxydes pendantes, ont permis la fonctionnalisation par de I’hydrazine avec un rendement de
fonctionnalisation de 45 %. Ce nouveau support a ensuite €té testé sur des solutions modeles
du vin afin d’analyser son efficacité d’extraction des dérivés carbonylés. Les trois dérivés
carbonylés ont été extraits dans toutes les solutions étudiées, qu’ils aient été seuls ou
mélangés, en absence ou en présence de SO,. La méthode est applicable, avec ce support, a

n’importe quelle étape du processus de vinification. Le déplacement des équilibres qui
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s’établissent entre le SO, et I’éthanal, I’acide pyruvique ou 1’acide 2-oxoglutarique est
possible. L’analyse de la concentration en SO, a montré une baisse de la concentration en SO,
total et dans certains cas, une diminution de la concentration en SO, libre. L’extraction des
composés carbonylés provoque une diminution de la concentration en SO, combiné. Le
support permet en plus d’6ter le SO; libre du milieu. La réaction entre 1’hydrazine et le SO, a
été prouvée par la mise en contact du support fonctionnalis¢é avec une solution
hydroalcoolique ne contenant que du SO,.

La présence d’hydrazine dans les solutions modeles apres 1’extraction des dérivés carbonylés
a ¢été recherchée en utilisant la méme méthode de dosage que précédemment. Des
concentrations en hydrazine cent fois plus faibles que celles dosées lors de I’extraction avec le
support fonctionnalisé¢ par la sulfonylhydrazine ont été détectées. L’acidité ne semble pas,
dans le cas de ce support, entrainer une rupture de liaison. Un lavage des billes plus exhaustif
avec un autre solvant devrait étre employé pour éliminer toutes traces d’hydrazine.

Le nouveau support n’étant pas source de contamination du milieu, I'extraction des dérivés
carbonylés a été mise en ceuvre sur plusieurs vins finis embouteillés. Les expériences ont
montré que les trois dérivés carbonylés retenus pour cette étude sont extraits de facon
satisfaisante des vins (jusqu’a 80 % d’extraction). La disparition des dérivés carbonylés
s’accompagne d’une diminution de la concentration en dioxyde de soufre combiné. La
méthode permet de réduire la concentration en SO, combiné. Cependant, cette baisse en SO,
combiné n’est pas aussi importante qu’on 1’espérait. La complexité du milieu, les différents
équilibres qui s’établissent et les incertitudes de mesures sont des facteurs expliquant en partie
ces résultats.

La concentration en SO total diminue également a cause de la réaction directe entre
I’hydrazine et le SO,. Cela peut étre intéressant pour notre étude dont I’objectif est de réduire
la concentration en dioxyde de soufre dans les vins.

La recherche de polluant dans les vins aprés I’extraction des dérivés carbonylés a été réalisée.
De faibles concentrations en hydrazine ont été retrouvées car le lavage du support n’a pas été

modifié.

Cette étude a permis de diminuer le pouvoir de combinaison des vins en utilisant la méthode
d’extraction sur phase solide.

Le respect des qualités organoleptiques des vins traités est un point essentiel n’ayant pu étre
abordé. Des vins devront étre traités avec le support fonctionnalisé par de 1’hydrazine, filtrés

puis soumis a un panel d’experts. Cela permettra de mettre en évidence que le procédé ne
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confére pas de défauts aux vins mis en contact avec le support.

Le polyméthacrylate de glycidyle ayant ét¢é mis au point en urgence, des travaux
supplémentaires devront étre entrepris afin d’optimiser les conditions de polymérisation du
support. L’obtention d’une structure poreuse plus importante permettrait d’améliorer la
diffusion de la solution et I’extraction des dérivés carbonylés. Il serait intéressant d’optimiser
les conditions de fonctionnalisation pour obtenir plus de fonctions hydrazine sur le support.
La régénération du support aprés 1’extraction devra étre envisagée dans le but de réduire les
coluts de fabrication. Le support nécessitera un lavage exhaustif en utilisant un autre solvant
ou un autre procédé qui permettra d’éliminer définitivement toutes traces d’hydrazine
retrouvées par la suite dans les solutions modeles. La recherche de contaminants autre que
I’hydrazine devra également étre réalisée. En effet, des résidus de monomeres n’ayant pas
copolymérisé peuvent étre retrouveés en solution.

Les extractions devront enfin étre réalisées a grande échelle pour une application directe dans
les chais. Cela permettra de déterminer si la diminution de la concentration en SO, combiné
est suffisante tout en ayant une quantité suffisante de SO, libre permettant la stabilité des

vins.
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Appareillage

Les absorbances a une longueur d'onde de 340 nm ont été déterminées sur un

spectrophotomeétre Spectronic 20 Genesys en utilisant des demi-cuves micro UV.
- Les mesures d'adsorption d'azote ont été réalisées sur un appareil Micromeritics ASAP
2010. Les résultats ont été traités selon la méthode B.E.T. (Brunauer, Emmett and Teller) afin

de déterminer les surfaces spécifiques.

- Les analyses centésimales ont été effectuées par le service d'analyse élémentaire de I’'ISM

(groupe CESAMO) a Talence (33). Les dosages sont donnés a + 0,3 % sur C, H, N, O.

- Le microscope ¢électronique a balayage (MEB) est un HITACHI TM 1000. La détermination

de la taille des billes a été réalisée par analyse d'image en utilisant le logiciel Scion.

- Les mesures des volumes poreux ont été réalisées par un porosimetre par intrusion de

mercure (Autopore IV 9500)

- Le four a micro-ondes utilisé est un Milestone START SYNTH.
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Réactifs

L’ensemble des réactifs utilisés ont été¢ fournis par Sigma-Aldrich, Acros, Alpha-Aesar et R-

Biopharm.

- Dowex monospheres 650 C

- Hydrate d’hydrazine

- Hydroxyde de sodium

- Hypochlorite de sodium

- Bisulfite de sodium

- Méthacrylate de glycidyle

- Diméthacrylate d’éthyléne glycol
- Acide chlorhydrique

- Acide nitrique

- Dioxane

- lodure de potassium

- Méthanol

- AIBN

- Gomme d’acacia

- Divinylbenzéne

- Bromure d'hexadécyltriméthylammonium (CTAB)
- 2,9-dimethyl-1,10-phenanthroline
- Acide pyruvique

- Ethanal

- Acide 2-oxoglutarique

- L-lactic deshydrogenase

- L-glutamic deshydrogenase

- Acide tartrique

- Nitrate de cuivre (II) hydraté

- Chlorure d’¢étain (II) anhydre
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I- Support fonctionnalisé avec la fonction sulfonylhydrazine
I. 1. Mesure du taux de fonctions supportées SO3H par dosage acido-basique

Mode opératoire :

Les supports (0,5g) sont placés dans une solution de Na2SO4 (25 mL, 0,5 mol/L). Apres 2 h,
la solution est dosée en retour avec une solution aqueuse de soude a 0,5 mol/L.

L’expérience est renouvelée trois fois afin de moyenner le taux de fonctionnalisation du
support.

Résultats : Un taux de fonctionnalisation d’environ 4,5 mmol SO3H/g a été obtenu

I. 2. Mesure de taux de fonctions SO,NHNH, fixées sur le support

Mode opératoire :

Les supports (0,1 g) sont broyés puis placés dans un flacon connecté avec une burette a gaz
remplie de liquide (dans notre cas de 1’encre pour faciliter la lecture des résultats). Dans le
systéme totalement fermé, de I’hypochlorite de sodium (5 mL) est ajouté. Il se produit un
violent dégagement gazeux d’azote qui provoque un déplacement du liquide dans la burette a
gaz (Figure 68). Le volume d’azote dégagé correspond au volume d’hydrazine fixée sur le
support.

L’expérience est renouvelée plusieurs fois afin de moyenner le taux de fonctionnalisation du

support.
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Figure 68 : Montage expérimental du dosage du taux d’hydrazine avec une burette a gaz

I. 3. Détermination du taux de gonflement

Le support (1 g), préalablement séché sous vide, est introduit dans une burette graduée de 25
mL. Le volume a sec (Vo) est alors mesuré. Les billes sont ensuite imbibées de solvant et
agitées a l'aide d'une spatule afin de favoriser la pénétration du liquide et d'éliminer les bulles
d'air. Le systéme est laissé 12 h afin de parvenir a stabilisation. Le nouveau volume (V) est
alors mesuré.

Le taux de gonflement est défini selon la relation suivante :

Taux de gonflement (%) = (V-Vy) / V x 100

I. 4. Fonctionnalisation du support avec la fonction sulfonylhydrazine

Mode opératoire :

Les supports Dowex sont préalablement lavés au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (25 :
75) pendant 48 h afin d’éliminer les conservateurs de la résine. Aprés séchage a 1’étuve
pendant 24 h, les supports (10 g; 45 mmol de SOs;H) sont placés dans des réacteurs pour
micro-ondes. On ajoute de I’hydrazine hydratée, de I’eau et le pH est ajusté par addition d’une
solution aqueuse de soude (ou d’acide chlorhydrique) (1 mol/L). Le mélange réactionnel est

irradi¢ sous micro-ondes a 250 Watt. Les billes récupérées aprés réaction sont rincées a l'eau
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puis lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Apres séchage a

I’étuve, les supports sont analysés.

L’ensemble des modes opératoires est rassemblé dans le Tableau 73.

Nombre de
Température | Temps | Taux de SOsH | Taux de NHNH,
Manip moles pH (°O) (min) | restant (mmol/g) fixé (mmol/g)
d’hydrazine
1 90 9 50 30 1,01 3,47
2 135 9 70 50 1,41 3,10
3 45 2 30 30 1,63 2,88
4 180 7 100 90 1,00 3,51
5 90 4 120 15 1,28 3,24
6 203 12,5 140 78 0,78 3,64
7 147 7 135 57 0,74 3,78
8 220 14 93 113 0,64 3,87
9 284 11 184 139 1,21 3,29
10 248 14 175 103,5 0,60 3,92
11 225 14 171,5 86 0,96 3,56
12 176 13 207 46,5 0,64 3,87
13 95 11 62 26 0,71 3,83
14 45 14 145 75 1,03 3,38

Tableau 73 : Modes opératoires de la fonctionnalisation d 'une résine sulfonique

I. 5. Extraction des dérivés carbonylés

I. 5. 1. Extraction en absence de SO,

Préparation des solutions modéles : De 1'acide tartrique (4 g — 0,0265 mol) est ajouté a une

solution eau-éthanol (88 : 12) (1 L). Une quantité connue d'un dérivé carbonylé est ajoutée.

La solution est ensuite ramenée a un pH de 3,5 par ajout d'une solution de soude a 3 mol/L.

Ethanal seul: 163 mg — 3,70 mmol pour 1 L

Acide pyruvique seul: 326 mg — 3,70 mmol pour 1 L
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Acide 2-oxoglutarique seul: 533 mg — 3,70 mol pour 1 L

Lorsque les trois dérivés carbonylés sont présents en solution, la quantité¢ de chaque dérivé
carbonyl¢ est la suivante :

Ethanal: 59 mg — 1,35 mmol pour 1 L

Acide pyruvique: 110 mg — 1,25 mmol pour 1L

Acide 2-oxoglutarique: 158 mg — 1,10 mol pour 1L

Cinétique d’extraction : A une fraction de 100 mL (3,70 mmol/L) de solution mod¢le est
ajouté un rapport molaire = 1 d'agents d'extraction (3,70 mmol/g ; 100 mg de support). Les
flacons sont laissés sans agitation a température ambiante. Des prélévements sont effectués a
intervalles de temps réguliers de facon a mesurer la disparition des dérivés carbonylés en

fonction du temps par dosages enzymatiques.

Influence du rapport molaire : A des fractions de 100 mL de solution modé¢le sont ajoutés
respectivement un rapport molaire = 1 (3,70 mmol/L ; 100 mg de support), un rapport molaire
= 1,5 (5,55 mmol ; 150 mg de support) et un rapport molaire = 2 d’agents d’extraction (7,40
mmol/L ; 200 mg de support). Les flacons sont laissés sans agitation a température ambiante

pendant 3 h. Les billes sont filtrées. Les échantillons sont analysés par dosages enzymatiques.

I. 5. 2. Extraction en présence de SO,

Méthode de dosage de Franz Paul : Le SO, est entrainé sous forme de gaz apres avoir été
libéré en milieu fortement acide (H3POys). Il est ensuite fixé et oxydé par barbotage dans une
solution de H,O, contenant quelques gouttes de réactif de Tashiro (mélange de rouge de
méthyle et bleu de méthyléne) : la solution est violette. L’acide sulfurique formé est dosé par

une solution de soude de concentration connue jusqu’a équivalence : la solution devient verte.

- Dosage du SO, total

L’échantillon (20 mL) est introduit dans un ballon monocol. De 1’acide phosphorique H3PO4

(5mL) est ajouté. Le mélange est chauffé a 100 °C pendant 20 min permettant la libération du

SO, combiné. L’acidification de I’échantillon permet de libérer le SO, sous forme gazeux.
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H,PO,

Dans un barboteur, de I’eau oxygénée (3 mL) est introduite. Du rouge de méthyle (3-4
gouttes) et du bleu de méthyléne (1-2 gouttes) sont ajoutés : ce mélange forme le réactif de
Tashiro de couleur violette.

A la fin du chauffage, le mélange formé de I’échantillon et de H3POj, est laissé a barboter dans
de I’azote pendant 15 min et le SO, est entrainé sous forme de gaz dans le H,O,. Il se forme

de I’acide sulfurique.
SO, + H,0, —» H,S0,
L’acide sulfurique formé est dosé par une solution de soude a 1 mol/L. L’équivalence est
observée par un changement de couleur de la solution qui devient verte.
SO; (en mg/L) = Vq x 16
- Dosage du SO, libre

La procédure est identique sauf qu’on ne chauffe pas le mélange formé de 1’échantillon et le

H3PO,.

Recherche du TL 50 : la détermination du TL 50 est réalisée par une méthode des ajouts
dosés. Une solution modele contenant les trois dérivés carbonylés est préparée. Cinq ajouts
croissants et connus de SO, sont effectués sur des fractions de 100 mL de cette solution
modele. Les teneurs en SO; libre et total sont dosés par la méthode de Franz Paul. On trace la

courbe de la teneur en SO, total en fonction de la teneur en SO, libre (Graphique 21).
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Graphique 21 : Evolution de la concentration en SO, total en fonction de la concentration

en SO, libre permettant de définir le pouvoir de combinaison d’une solution

Pour une concentration en SO, total de 180 mg/L (2,80 mmol/L), il restera environ 50 mg/L

(0,78 mmol/L) de SO, sous forme libre.

Préparation des solutions modéles sulfitées: Aux solutions modéles préparées
précédemment est ajouté 3,06 mL d’une solution aqueuse de SO, a 6 % massique ce qui

permet d’obtenir une solution contenant 2,80 mmol/L (180 mg/L) de SO,

Les extractions sont réalisées dans les mémes conditions que précédemment.

I1. 5. 3. Extraction des dérivés carbonylés dans les vins

Procédure générale : Dans une fraction de 100 mL de vin est ajoutée la quantité de support
nécessaire pour l'extraction (250 mg ou 500 mg de support). Les flacons sont laissés sans
agitation a température ambiante pendant 24 h

Les solutions sont ensuite filtrées pour éliminer les supports du milieu. Les concentrations en
SOz libre et total sont mesurées par la méthode de flux continu.

La concentration en éthanal, en acide pyruvique et en acide 2-oxoglutarique restant est

déterminée par dosages enzymatiques.
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I. 6. Recyclage des résines sulfoniques

Régénération de la résine sulfonique : les supports récupérés apres extraction (1 g) sont
placés dans une solution d’hypochlorite de sodium (100 mL) et laissés sous agitation pendant
30 min. Il se produit un puissant dégagement gazeux d’azote. A la fin de la réaction, les
résines sont filtrées puis lavées abondamment a I’eau avant d’étre lavées au soxhlet avec un
mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les billes sont ensuite séchées a I’étuve a 50 © C

pendant 24 h.

Quantité d’acide sulfonique dosé : 4,2 mmol/g

Fonctionnalisation du support recyclé : Le support recyclé (10 g; 42 mmol SOs;H), est
placé dans un réacteur pour micro-ondes. L’hydrate d’hydrazine (3,8 mL ; 95 mmol) et de
I’eau (16,2 mL) sont ajoutés. Le pH est ajusté a 11 par ajout d’une solution de NaOH. Le
mélange réactionnel est irradié¢ sous micro-ondes pendant 26 minutes a 62 °C a 250 Watts. A
la fin de la réaction, les billes sont filtrées puis rincées abondamment a 1’eau. Elles sont

ensuite lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) puis séchées a 1’étuve.

Quantité d’hydrazine dosée : 3,67 mmol/g

I. 7. Dosage de I’hydrazine sous forme de traces

Préparation des réactifs : une solution de néocuproine a 30 mmol/L est préparée par
dissolution de néocuproine (163 mg) dans de I’éthanol (25 mL). Une solution aqueuse de
cuivre est préparée par dissolution de nitrate de cuivre Cu(NO3),.H,O (604 mg) dans de I’eau
(25 mL). Une solution de bromure de cétyltriméthylammonium (CTAB) est préparée par
dissolution de CTAB (911 mg) dans de I’eau (25 mL). Une solution tampon a pH = 5 est
préparée en mélangeant une solution de soude a 1 mol/L (50 mL) avec une solution d’acide

acétique a 1 mol/L (50 mL).

Procédure de dosage : dans une cuve a spectroscopie de 1 mL d’épaisseur on introduit 0,56

mL d’eau, 0,40 mL de solution de néocuproine, 0,40 mL de solution de cuivre, 0,40 mL de

187



Partie expérimentale

solution tampon et 0,26 mL de solution de CTAB. Ce mélange servira a faire le blanc dans le
spectrophotomeétre. Une fois le blanc réalisé, une cuve contenant les mémes composés est

préparée. On ajoute ensuite 25 puL. d’échantillon et on mesure I’absorbance a 450 nm.

Courbe d’étalonnage : une courbe d’étalonnage A(450) = f(Concentration hydrazine) a été

¢tablie a partir de solutions contenant entre 0 et 200 ppm d’hydrazine pour lesquelles les

absorbances ont ét¢ mesurées (Graphique 22).

=
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R*=0,9906
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-
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=
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Graphique 22 : Evolution de I’absorbance en fonction de la concentration en hydrazine

A partir de cette courbe d’absorbance, il est possible de déterminer la concentration en

hydrazine des échantillons dans la gamme 0-200 ppm.
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I1. Nouveaux supports d’extractions

I1. 1. Fonctionnalisation des billes de polystyréne-co-DVB

Les billes commerciales de polystyréne sont préalablement lavées au soxhlet avec un mélange

eau-¢éthanol pendant 48 h.

-Nitration

L’acide nitrique (500 mL) est placé dans un réacteur cylindrique a double enveloppe en verre
de 1,5 L muni d’un fritté dans le fond, de chicanes verticales et d’une agitation mécanique
puis refroidi a 5 °C. Les billes de polystyrénes (35 g) sont alors ajoutées et on ajoute de
I’acide sulfurique (100 mL). Le mélange réactionnel acide est donc HNOs/H,SO4/H,O
(54/17/29 % massique). La suspension est alors agitée a 150 tr/min a 5 °C pendant 3 h, puis a
40 °C pendant 1 h. A la fin de la réaction, 1’acide est filtré et les billes de polyméres sont
lavées abondamment a 1’eau (2 agitations de 20 min avec 1 L d’eau) puis a 1’éthanol (1
agitation de 20 min avec 1 L d’éthanol). Les billes sont ensuite séchées a 1’étuve a 50 °C pour

donner des billes orangées.

Analyse élémentaire : 4,4 % d’azote

- Réduction en amine

L’¢éthanol (800 mL) est placé dans un réacteur a double enveloppe en verre de 1,5 L muni
d’un fritt¢ dans le fond, de chicanes verticales et d’une agitation mécanique a température
ambiante. Le chlorure d’étain II anhydre (83 g, 436 mmol) est ajouté puis les billes de poly(p-
nitrostyréne) (29 g) sont ajoutées. Une solution d’acide chlorhydrique a 37 % (10 mL) est
aussi additionnée. La suspension est alors agitée a 150 tr/min a 60 °C pendant 24 h. A la fin
de la réaction, le liquide est filtré et les billes de polymeére sont lavées abondamment avec une
solution de soude (2 mol/L) pour éliminer les résidus stanniques. Les billes sont ensuite
lavées a I’eau (1 agitation avec 1 L d’eau) puis a 1’éthanol (1 agitation avec 1 L d’éthanol).

Les billes sont enfin séchées a I’étuve a 50 °C pour donner des billes jaunatres.
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Analyse élémentaire : 3,9 % d’azote

-Réduction en hydrazine

De I’acide chlorhydrique concentré (800 mL) est introduit dans un réacteur cylindrique de
1,5 L a double enveloppe muni d’un fritté dans le fond, de chicanes verticales et d’une
agitation mécanique. Le réacteur est refroidi a 5 °C. On ajoute alors les billes de poly(p-
aminostyrene) (30 g). Une solution de nitrite de sodium (300 mmol) est additionnée au goutte
a goutte. Une solution de chlorure d’étain II (430 mmol) est ensuite ajoutée au goutte a goutte
a 5 °C sous agitation. La suspension est alors agitée a 150 tr/min a 5 °C pendant 5 h. Le
liquide est filtré et les billes de polymeres sont lavées abondamment avec une solution de
soude (2 mol/L) pour éliminer les résidus stanniques. Les billes sont ensuite lavées a 1’eau

puis a I’éthanol. Les billes sont enfin séchées a I’étuve a 50 °C pendant 24 h.

Analyse élémentaire : 2,5 % d’azote

I1. 2. Fonctionnalisation de la résine Merrifield

Le support (10 g, 17 mmol CI) est placé dans un ballon bicol de 500 mL. De 1’éthanol (250
mL) et de I"’hydrate d’hydrazine (6,8 mL ; 170 mmol) sont ajoutés. Le montage est mis a
chauffer a reflux a 100 °C pendant 1 h 30. A la fin de la réaction, les billes sont filtrées et
rincées abondamment a 1’eau avant d’étre lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol

(50 : 50 ) pendant 48 h. Les billes sont enfin séchées a 1’étuve a 50 °C pendant 24 h.

Analyse élémentaire : 1,2 % d’azote

I1. 3. Fonctionnalisation des billes de poly(bromostyréne)

Le support (10 g, 30 mmol Br) est placé dans un réacteur pour micro-ondes. De 1’iodure de
cuivre Cul (5,73 g; 30 mmol), du phosphate de sodium Naz;PO4 (9,84 g; 60 mmol), de
I’hydrate d’hydrazine (4,8 mL ; 120 mmol) et du polyéthyléne glycol (9,6 mL) sont ajoutés.

Le mélange est irradié¢ sous micro-ondes pendant 3 h a 120 °C et 250 Watts.
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A la fin de la réaction, les billes sont filtrées, abondamment rincées a I’eau puis lavées au
soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les billes sont enfin séchées a

I’étuve a 50 °C pendant 24 h.

Analyse élémentaire : 2,3 % d’azote

I1. 4. Copolymérisation en suspension du méthacrylate de glycidyle

II. 4. 1. Polymérisation en suspension

Procédure générale :

1) Préparation de la phase aqueuse

Dans un bécher de 1 L muni d’une agitation magnétique, de 1’eau est introduite. On ajoute de
la gomme d’acacia. Le mélange est chauffé a 50 °C et agité jusqu’a dissolution compléte de la
gomme d’acacia. Du NaCl est ajouté puis le mélange est versé¢ dans le réacteur de

polymérisation en suspension qui est chauffé a 80 °C.

2) Préparation de la phase organique

Dans un bécher de 1 L, on place du cyclohexanol, du méthacrylate de glycidyle, de 1’éthyléne
glycol de diméthacrylate, du divinylbenzéne et de I’AIBN. Le mélange est placé sous
agitation magnétique afin de dissoudre du mieux possible I’AIBN. Une fois I’AIBN dissous,
on ajoute rapidement la phase organique a la phase aqueuse présente dans le réacteur de

polymérisation.

3) Polymérisation en suspension
La suspension des deux phases précédentes est alors agitée et chauffée a 80°C pendant 3 h.
Apres refroidissement, les billes de polymere obtenues sont lavées abondamment a 1’eau puis

lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Elles sont ensuite

séchées a I’étuve a 50 °C pendant 24 h.
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p(GMA)IL :

Dans un réacteur a double enveloppe reli¢é a un réfrigérant a eau et muni d’une agitation
mécanique (300 tr/min), une solution aqueuse, composée d’eau (400 mL), de gomme d’acacia
(20 g) et de NaCl (40 g) est introduite. La température du réacteur est ajustée a 80 °C. La
phase organique composée de méthacrylate de glycidyle (22 g), de diméthacrylate d’éthyléne
glycol (15 g), de divinyl benzeéne (6 g), de cyclohexanol (90 g) et d’AIBN (1 g) est ajoutée a
la phase aqueuse. Le mélange est maintenu sous agitation a 80 °C pendant 3 h. A la fin de la
réaction, les billes sont filtrées puis abondamment rincées a ’eau. Les billes sont alors lavées
au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Apres lavage, les billes sont

sechées a I’étuve a 50 °C pendant 24 h.

Rendement de polymérisation = 89 %

GMA)2:

Dans un réacteur a double enveloppe reli¢ a un réfrigérant & eau et muni d’une agitation
mécanique (130 tr/min), une solution aqueuse composée d’eau (650 mL), de gomme d’acacia
(30 g) et de NaCl (65 g) est introduite. La température du réacteur est ajustée a 80 °C. La
phase organique composée de méthacrylate de glycidyle (22 g), de diméthacrylate d’éthyléne
glycol (15 g), de divinyl benzéne (6 g), de cyclohexanol (90 g) et d’AIBN (1 g) est ajoutée a
la phase aqueuse. Le mélange est maintenu sous agitation a 80 °C pendant 3 h. A la fin de la
réaction, les billes obtenues sont filtrées puis rincées abondamment a 1’eau. Les billes sont
lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les billes sont sechées

al’étuve a 50 °C pendant 24 h.
Rendement de polymérisation = 90 %
GMA)3
Dans un réacteur a double enveloppe reli¢ a un réfrigérant & eau et muni d’une agitation
mécanique (200 tr/min), une solution aqueuse composée d’eau (650 mL), de gomme d’acacia

(30 g) et de NaCl (65 g) est introduite. La température du réacteur est ajustée a 80 °C. La
phase organique composée de méthacrylate de glycidyle (15 g), de diméthacrylate d’éthyléne
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glycol (15 g), de divinyl benzéne (6 g), de nonane (45 g) et d’AIBN (1 g) est ajoutée a la
phase aqueuse. Le mélange est maintenu sous agitation a 80 °C pendant 3 h. A la fin de la
réaction, les billes sont filtrées et rincées abondamment a 1’eau. Les billes sont lavées au
soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les billes sont sechées a 1’étuve

a 50 °C pendant 24 h.

Rendement de polymérisation = 61 %

P(GMA)4

Dans un réacteur a double enveloppe reli¢ a un réfrigérant & eau et muni d’une agitation
mécanique (180 tr/min), une solution aqueuse, composée d’eau (650 mL), de gomme
d’acacia (30 g) et de NaCl (65 g) est introduite. La température du réacteur est ajustée a 80
°C. La phase organique composée de méthacrylate de glycidyle (15 g), de diméthacrylate
d’éthylene glycol (15 g), de divinyl benzéne (6 g), de toluene (90 g) et d’AIBN (1 g) est
ajoutée. Le mélange est maintenu sous agitation a 80 °C pendant 3 h. A la fin de la réaction,
les billes sont filtrées puis rincées abondamment a 1’eau. Les billes sont lavées au soxhlet avec
un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les billes sont sechées a 1’étuve a 50 °C

pendant 24 h.

Rendement de polymérisation = 85 %

I1. 4. 2. Dosage du taux d’époxyde

Préparation du témoin

- 5 mL de 1,4 dioxane purifié¢ sont placés dans un ballon de 25 mL

- on ajoute 5 mL d’une solution a 0,2 mol/L d’acide chlorhydrique dans du dioxane

- on laisse sous agitation a température ambiante pendant 3 h

- les 10 mL de solution sont dosés par une solution a 0,1 mol/L de soude NaOH
dissous dans du méthanol en présence de phénolphtaléine qui joue le rdle

d’indicateur coloré. Le volume équivalent (noté V) est déterminé.
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Préparation de I’échantillon

- un échantillon de 0,15 g de support est placé dans 5 mL de 1,4 dioxane purifié et
on laisse les résines gonfler pendant 3 h.

- au bout de 3 h, on ajoute a I’échantillon 5 mL de la solution HCl-dioxane et on
laisse sous agitation a température ambiante pendant 3h

- I’échantillon est ensuite filtré et le filtrat est dosé par une solution a 0,1 mol/L de
soude dans du méthanol en présence de phénolphtaléine qui joue le role

d’indicateur coloré. Le volume équivalent de 1’échantillon (noté V) est déterminé.

Le dosage du témoin permet de déterminer le nombre de moles exact d’HCI initialement
présent. Le dosage du filtrat en présence de 1’échantillon permet de doser le nombre de moles
d’HCl n’ayant pas réagi avec le support. La différence entre les deux mesures permet de

déterminer le nombre de moles d’époxydes ayant réagi avec 1’acide chlorhydrique.

Taux d’époxyde (mmol/g) = (Vo= V1) x [NaOH]

Mé¢chantillon

II. 4. 3. Fonctionnalisation du support avec I’hydrazine

Les supports polymeéres précédemment obtenus (30 g, 108 mmol d’époxyde), apres lavage et
séchage sont placés dans un ballon de 250 mL. L’hydrate d’hydrazine (70 mL, 1750 mmol)
est ajouté et le mélange est chauffé a reflux pendant 3 h avec une agitation magnétique. Au
bout de 3 h, le mélange est laissé a refroidir. Les billes sont filtrées et abondamment rincées a
I’eau avant d’étre lavées au soxhlet avec un mélange eau-éthanol (50 : 50) pendant 48 h. Les

résines sont ensuite séchées a I’étuve a 50 °C pendant 24 h.

II. 4. 4. Dosage du taux d’hydrazine fixée sur le support

Les billes fonctionnalisées (0,5 g) sont placées dans un erlenmeyer de 250 mL. Une solution
composée d’acide chlorhydrique a 37 % (40 mL) dilué dans de I’eau distillée (60 mL) est

ajoutée. Du chloroforme (5 mL) est ajouté et forme des gouttelettes bien visibles dans la
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solution. La solution ainsi obtenue est dosée par une solution de iodure de potassium a 0,1
mol/L. Lorsqu’on ajoute les premicres gouttes de iodure de potassium, la solution devient
jaune et les gouttelettes de chloroforme se colorent en violet. L’équivalence est atteinte

lorsque les gouttelettes deviennent incolores.

I11. Dosages par méthodes enzymatiques

Calcul et expression des résultats

Les dosages des dérivés carbonylés restant en solution sont effectués en utilisant des dosages
enzymatiques. La formule générale pour le calcul des concentrations des composés restants

est la suivante :

C=(V*M*f)/(e*d*v*1000)* AA

Ou

V : volume des tests en mL

v : volume de I'essai en mL

M : masse molaire de la substance a doser

d : épaisseur de la cuve en cm

f: facteur de dilution

¢ : coefficient d'absorption molaire de la NADH ou NADPH : 6,31.10-3 M-1.cm-1 a 340 nm

AA : différence d'absorbance entre la référence et 1'échantillon

Les dosages ont été effectués dans des cuves de 1 cm d'épaisseur a une température comprise

entre 18 et 25 °C. Les mesures d'absorbance ont été effectuées a 340 nm.
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I1I. 1. Dosage enzymatique de 1'éthanal

Principe : En présence d'aldéhyde déshydrogénase, 1'éthanal est oxydé¢ en acide acétique par le
NAD". La quantit¢é de NADH formée durant la réaction est proportionnelle a la quantité
d'acétaldéhyde. La réduction du NAD" est mesurée par I'augmentation de 1’absorbance du

NADH a la longueur d'onde de 340 nm.

Mode opératoire : Les dosages ont été effectués en utilisant les produits fournis par
Boehringer Mannheim. Le tampon consiste en une solution de diphosphate de potassium, d'un
pH de l'ordre de 9,0, dans laquelle des pastilles de NAD", d'approximativement 0,8 mg, sont
dissoutes. Les proportions sont de 1 pastille pour 3 mL de solution. A partir d'acétaldéhyde
déshydrogénase (ALDH) lyophilisée, une préparation a 6,6 U/mL est faite par dissolution

dans de I'eau milliQ. On procéde comme indiqué sur le Tableau 74.

Introduire dans les cuves Témoin (mL) Echantillon (mL)
Solution tampon 1,500 1,500
Echantillon - 0,100

Eau 0,100 -

Agiter et lire I’abosrbance aprés 3min (A1)

Déclencher la réaction par addition de :

Préparation de ALDH 0,025 0,025
Agiter et lire I’absorbance aprés 3 a Smin (A2)

Tableau 74 : Mode opératoire mis en ceuvre pour le dosage de ’éthanal
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I1I. 2. Dosage enzymatique de l'acide pyruvique

Principe : En présence de L-lactate déshydrogénase, le pyruvate est réduit en L-lactate par le
NADH. La quantité de NAD' formée durant la réaction est proportionnelle a la quantité de
pyruvate. L'oxydation du NADH est mesurée par la diminution de son absorbance a la

longueur d'onde de 340 nm.

Mode opératoire : Les dosages ont été effectués en utilisant les produits fournis par Sigma-
Aldrich. La solution de Trizma est une solution de tris(hydroxyméthyl)aminométhane a 1,5
mol/L utilisée sans dilution. La solution de Trizma + NADH est obtenue par dilution de
NADH dans le Trizma a une concentration de 0,45 mg/mL. La préparation de Lactate
déshydrogénase (LD) en suspension dans une solution de sulfate d'ammonium

d'approximativement 1000U/mL. On procede comme indiqué sur le Tableau 75.

Introduire dans les cuves Témoin (mL) Echantillon (mL)
Eau 1,500 0,750
Echantillon - 0,250
Solution de Trizma - 0,250
Agiter

Solution de Trizma + NADH - 0,250

Agiter et lire I’absorbance (A1)

Déclencher la réaction par addition de

L-Lactic dehydrogenase - 0,025

Agiter et lire I’absorbance aprés 3 a 5 min (A2)

Tableau 75 : Mode opératoire mis en ceuvre pour le dosage de I’acide pyruvique
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I1I. 3. Dosage enzymatique de l'acide 2-oxoglutarique

Principe : En présence de glutamate déshydrogénase, le 2-oxoglutarate réagit avec le NADH
et les ions NHa+ pour former du L-glutamate et du NAD". La quantité de NAD" formée durant
la réaction est proportionnelle a la quantité de 2-oxoglutarate. L'oxydation du NADH est

mesurée par la diminution de son absorbance a la longueur d'onde de 340 nm.

Mode opératoire :

Les dosages ont été effectués en utilisant les produits fournis par R-Biopharm. Le tampon,
dans I'eau milliQ, est composé de 58,4 g de di-sodium hydrogénophosphate dodécahydrate
(Na2HPOs4, 12 H20), de 3,8 g de potassium dihydrogénophosphate (KH,POj), de 11,5 g de
phosphate monoammonique (NH4H,PO4), de 7,4 g d'acide éthylénediaminetétraacétique
(EDTA NayH;) pour un litre de solution ajusté¢ a un pH de 7,6 par addition d'une solution de
soude concentrée (3mol/L). La solution de NADH présente une concentration de 2,5 g/L et est
préparée par dilution dans une solution aqueuse de NaHCOs a 10 g/L. La préparation de
glutamate déshydrogénase (GLDH) est de concentration de 6 mg/mL dans une solution

aqueuse de (NH4)2SO4a 2 mol/L. On procéde comme indiqué sur le Tableau 76.

Introduire dans les cuves Témoin (mL) Echantillon (mL)
Tampon 2,000 2,000
Solution NADH 0,050 0,050
Echantillon - 0,050
Eau 0,100 0,050

Agiter et lire I’absorbance aprés 3 min (A)

Déclencher la réaction par addition de

Préparation de GLDH 0,050 0,050

Agiter et lire I’absorbance aprés 10 min (A1)

Tableau 76 : Mode opératoire mis en ceuvre pour le dosage de I’acide 2-oxoglutarique
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IV. Détermination du dioxyde de soufre : Méthode de flux continu

Principe du dosage du SO; libre par flux continu :

L’échantillon est segmenté par des bulles d’azote afin d’éviter I’oxygénation du SO, par
I’oxygene de ’air. L’échantillon est acidifié¢ par de ’acide sulfurique a 10 %, on améne ainsi
le pH aux alentours de 1,5.

La solution est ensuite dialysée puis diluée avec de I’acide sulfurique a 1 %.

L’échantillon ainsi traité regoit le formaldéhyde puis la pararosaniline.

Ce réactif est spécifique du SO, et donne en présence de formaldéhyde une coloration rose a

45 °C. On mesure ainsi la densité optique a 560 nm.

Incertitude de mesure : 15 %

Principe du dosage du SO; total par flux continu :

L’échantillon est segmenté par des bulles d’azote afin d’éviter I’oxygénation du SO, par
I’oxygeéne de I’air. On ajoute une solution d’hydroxyde de sodium a 2 mol/L pour libérer le
SO, combiné, puis de 1’acide sulfurique pour maintenir le SO, sous sa forme libre.

La solution est ensuite dialysée puis diluée avec de I’acide sulfurique a 1 %.

L’échantillon ainsi traité regoit le formaldéhyde puis la pararosaniline.

Ce réactif est spécifique du SO, et donne en présence de formaldéhyde une coloration rose a

45 °C. On mesure ainsi la densité optique a 560 nm.

Incertitude de mesure : 8 %
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Développement d’un procédé de réduction des sulfites dans les vins

Résumé : Le SO, est un additif utilis¢é en cenologie pour ses propriétés antiseptiques,
antioxydantes et antioxydasiques. Il est introduit dans les vins en grandes quantités en raison
de son fort pouvoir de combinaison avec les dérivés carbonylés, ce qui limite son activité. Le
probléme est que les teneurs maximales de SO, autorisées ne permettent pas toujours une
protection suffisante du vin contre les phénoménes de refermentation. L'objectif principal de
ce projet était de réduire la concentration en dioxyde de soufre dans les vins en éliminant une
partie des dérivés carbonylés responsables de la combinaison bisulfitique. La méthode
retenue a été 1’extraction sur phase solide (SPE). Elle fait intervenir des interactions entre une
phase liquide et un support solide poreux modifi¢ avec une fonction extractive. Les travaux
antérieurs ont permis de sélectionner 1’hydrazine et la sulfonylhydrazine comme agents
d’extraction. Ces fonctions ont été fixées sur des supports polymeres organiques selon deux
voies : la fonctionnalisation de résines sulfoniques commerciales et la copolymérisation en
suspension de méthacrylate de glycidyle suivie d’une fonctionnalisation. Les supports solides
obtenus ont été caractérisés afin de valider la fonctionnalisation. Ils ont ensuite été testés sur
des solutions modéles du vin et le procédé a prouvé son efficacité. La présence de
contaminants dans les solutions a été recherchée avant d’appliquer la méthode sur du vin.

Mots clés : dioxyde de soufre, dérivés carbonylés, pouvoir de combinaison, extraction sur

phase solide, contaminants

Development of a method to reduce sulfites in wine

Abstract : SO, is an additive used in enology for its antiseptic, antioxidant and antioxydasic
properties. It is introduced in wines in large quantities due to its high binding power with
carbonyl compounds, which limits its activity. The maximum SO, content authorized is not
always enough to avoid fermentative phenomena during wine storage. The main objective of
this project was to develop a method to reduce the sulfur dioxide concentration in wines by
eliminating some of carbonyl compounds responsible for the SO, binding. The method used
was solid-phase extraction (SPE). It involves interactions between a liquid and a porous solid
support modified with an extractive function. Previous work allowed to select hydrazine and
sulfonylhydrazine as extractive reagents. These functions were fixed on organic polymer
supports according to two routes : functionnalization of commercial sulfonic resins and
suspension copolymerization of glycidyl methacrylate (followed by the functionnalization).
The solid supports obtained were characterized in order to validate the functionnalization.
Then selective extractions were executed on model solutions. The diminution of carbonyl
compounds concentration and SO, content was showed by those experiments. The presence
of contaminants in the solutions was investigated before applying the method to wine.

Key-words : sulfur dioxide, carbonyl compounds, binding power, solid-phase extraction,

contaminants
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