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Notations

Ac : Acétate

COT : Carbone organique total

CPM : Coups par minute

CT : Carbone total

DBO : Demande biochimigue en oxygene

DCO : Demande chimique en oxygene

DTO : Demande totale en oxygeéne

ESI : lonisation par électronébuliseur

FA-VL : (déchet radioactif de) Faible activité a vie longue

GC : Chromatographie gazeuse

HPLC / UPLC : Chromatographie liquide a haute pression (/ Ultra performance)
IR : Infrarouge

ISA : Acide isosaccharinique

LD : Limite de détection

Log P : Coefficient de partage d’un composé

Log Papp : Coefficient de partage d’un composé tenant compte de la spéciation a un pH donné
Log P*: Coefficient de partage d’une espéce neutre (X=N) ou ionisée (X=I) isolée
MA-VL : Moyenne activité a vie longue

MOD : Matiére organique dissoute

MODC : Matiére organique dissoute chromophorique

MON : Matiére organique naturelle

Ox : Oxalate

PARAFAC : Facteur d’analyse parall¢le

Paw : (procédé) « Partition of Aqueous Waste »

POR : Potentiel d’oxydoréduction

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SM : Spectrométrie de masse

SPE : Extraction sur phase solide

TOF : Temps de vol (« Time of flight »)
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Les solutés organiques sont presents dans de nombreux milieux aqueux, aussi bien dans
les effluents que dans les milieux naturels (sols, rivieres, etc.). Leur étude est nécessaire dans
de nombreux domaines : la qualité de I’eau, le suivi des contaminants, 1’étude du cycle du
carbone, 1’extraction ou le traitement des matiéres organiques. Dans le méme contexte, le
développement de I’industrie chimique et I’anthropisation des milicux naturels favorisent le
relachement d’un nombre croissant de nouveaux composes organiques a étudier. L utilisation
de produits agro-alimentaires, pharmaceutiques, ou encore d’hygiéne, nécessite I’adaptation et
I’amélioration des procédés d’épuration de 1’eau et des effluents. La production de matieres
plastiques genére également différents types de polymeres, pouvant se dégrader en une
multitude de sous-produits. Pour ces différents domaines, la caractérisation des composés
organiques est une premiére étape importante, mais qui demeure parfois difficile. En effet, les
analytes organiques sont nombreux et parfois instables. Ces derniers peuvent réagir au contact
de la lumiére, des minéraux ou en condition biotiques. Les divers produits de transformation
mélanges, parfois inconnus des bases de données, sont alors difficiles & caractériser. Dans le
cadre de la gestion des déchets radioactifs également, I’identification des produits de
dégradation radiolytique des matériaux ou des déchets (plastiques, adjuvants, graphites) est
souvent limitée.

Afin de faire face a ces enjeux environnementaux et industriels, de nombreuses
disciplines développent les méthodes d’analyse des composés organiques (solutés, colloides) et
de leurs mélanges. Différentes stratégies sont disponibles, dont les analyses dites ciblées, non-
ciblées, de criblage, ou encore de marqueurs d’effet. Chacune de ces stratégies présente des
avantages et des limitations spécifiques, parfois techniques (limite de détection, complexité des
mélanges), théoriques (bases de données incomplétes), ou encore de mise en ceuvre (codts,
durée de mesure). A défaut de pouvoir identifier tous les solutés de certains échantillons, il est
parfois utile d’en évaluer des propriétés, comme leur stabilité ou leur toxicité. Dans cette
optique, la lipophilie est une propriété intrinseque des solutés qui renseigne sur d’autres
propriétés comme la solubilité ou la rétention dans les sols. Cette donnée est aisément accessible
expérimentalement ou théoriquement sur des composés purifiés. Toutefois, la mesure d’une
lipophilie moyenne sur des mélanges présente peu d’intérét. Il existerait donc un intérét, en
complément des méthodes classiques, de développer de nouvelles techniques non-ciblées sur
la lipophilie, mais permettant de discriminer des composés issus d’un mélange.

Dans ce contexte, cette etude porte sur le développement d’un nouveau procédé
d’analyse, dénommé «Paw» (Partition of Aqueous Waste). Le procédé Paw vise la
caractérisation non-ciblée de mélanges de solutés organigues, en se focalisant plus précisément
sur leurs propriétés de lipophilie. Le procédé est basé sur I’utilisation de différents états
d’équilibre liquide-liquide. La donnée de sortie vise a quantifier un diagramme de lipophilie
des solutés présents dans le mélange, sans en rechercher 1’identification. Cette information est
complémentaire a 1’étude de la migration des contaminants organiques, lorsque 1’identification
de ces derniers est impossible ou trop couteuse. Ce manuscrit décrit les développements réalisés
a cet effet, et contient cing chapitres.

Le Chapitre | « Caractérisation des mélanges aqueux » décrit les méthodes et appareils
analytiques classiquement utilisés. Les techniques de caractérisation existantes sont listées pour
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certaines applications citées ci-dessus. Un cahier des charges de la technique a développer est
proposé, au regard des besoins identifiés.

Le chapitre Il « Matériel et méthodes » répertorie les outils expérimentaux utilisés dans
la mise en ceuvre expérimentale du procédé.

Avant de traiter des mélanges, le chapitre 111, « Partage des composés ionisables », décrit
I’étude des propriétés des solutés organiques « isolés » dans divers milieux. En effet, la
structure des composés influence non seulement leur lipophilie, mais également leur variabilité
en fonction des conditions physico-chimiques. Les coefficients de partage liquide-liquide de
différentes familles de molécules sont donc étudiés.

Le chapitre 1V, « Principe du procédé Paw » se focalise ensuite sur les mélanges de
solutés. Il détaille le principe du procédé Paw. La caractérisation quantifie la lipophilie des
solutés dans un mélange inconnu. Une partie expérimentale sur les équilibres liquide-liquide
est décrite ainsi qu’un premier modele d’interprétation. Le procédé est ensuite appliqué sur
divers mélanges étalons, visant a démontrer sa faisabilité et a en estimer la précision.

Enfin, le chapitre V, « Applications du procédé Paw » rapporte les essais préliminaires
du procédé sur des échantillons réels, concernant diverses applications. Les domaines tels que
la dégradation des adjuvants cimentaires, de la cellulose ou bien la pureté des sources
radiomarquées y sont discutés. Les limites actuelles du procédé sont identifiées et des
développements complémentaires proposes.
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Chapitre I. Caractérisation des mélanges aqueux

Introduction

Ce chapitre met en avant les problématiques actuelles liées a la caractérisation des
mélanges. Aprés un court rappel sur les contaminants organiques et leurs propriétés, une revue
des techniques de caractérisation existantes est faite, afin d’identifier d’éventuels besoins dans
ce domaine et ainsi d’articuler la position du sujet.

1. Contaminants organiques

1.1. Généralités

Un contaminant organique est une substance organique présente en quantité excessive
dans un milieu, dont I’origine peut étre liée a diverses sources. L’activité anthropique est une
contribution majeure a la contamination de 1’environnement, par exemple via I’utilisation de
pesticides pour I’agriculture, de produits pharmaceutiques, de produits d’hygieénes, ou de
composés industriels. Le Tableau 1 recense des exemples de contaminants organiques selon
différentes origines. Il existe également des sources naturelles de contaminants organiques :
poussieres, pollens ou résidus de feux, etc.

Les contaminants dits émergents, regroupent les produits récemment découverts dans
I’environnement. Cette émergence peut étre liée a une utilisation industrielle récente, ou bien a
I’amélioration des techniques analytiques. Certains composés peuvent également étre dégradés,
entrainant la synthése de nouveaux produits de transformation. Cette dégradation peut étre
d’origine industrielle ou naturelle, par voie biologique, chimique, ou encore physique (Romero
et al., 1999 ; Campos-Manas et al., 2019). La dégradation des composés organiques dans les
stations d’épuration est un exemple de transformation industrielle des molécules. Elle peut étre
réalisée par ozonation (voie chimique) ou bien par dégradation bactérienne. Dans la nature, la
composante biotique joue un rbéle majeur dans la dégradation des composés. Les micro-
organismes présents dans I’environnement peuvent métaboliser les composés organiques
présents, comme par exemple via la réaction de photosynthése.
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Tableau 1. Exemples de contaminants organiques selon leurs sources.

Source Classe de composes Exemples
Hormones Estradiol, testostérone
Pharmaceutique Anti-dépresseur Diazépam, amitryptiline
Analgésique Ibuprofene, acétaminophen
Organohalogénés DDT, lindane
Pesticide Carbamate Carbaryl, Carbofuran
Organoazotés Atrazine, Triadiméfon
Organochlorés Mirex, polychlorobiphényl
Domestique & Industrielle Phtalate Phtalate de dibutyl
Hydrocarbure Naphtaléne, bisphénol A

Ces contaminants organiques et leurs produits de dégradation peuvent se retrouver dans
différents types de milieux : sols et sédiments, effluents aqueux, eaux, atmospheére. Les sols et
les effluents aqueux présentent une grande diversité de contaminants organiques, du fait de leur
exposition a I’activité humaine, notamment via 1’agriculture et le rejet d’eaux usées. La fraction
soluble de ces contaminants organiques entre dans la composition de la matiére organique
dissoute (MOD) (le méme terme peut également étre utilisé pour la fraction soluble
« naturelle »). La MOD est définie comme la fraction de matiére organique capable de passer
au travers d’un filtre d’une taille de 0,1 a 1 um, ce qui inclut les colloides de faible taille
(Zsolnay, 2003). Par opposition a « dissoute », la fraction de taille supérieure au pm, est appelée
fraction organique particulaire (MOP). On se focalisera dans le cadre de cette étude sur les
composés solubles. La MOD est généralement composée de biomolécules libérées par
décomposition des especes marines. Ces mélanges présentent des composés de forte masse
molaire (acides fulviques, lignine, protéines, lipides, polysaccharides, polypeptides) et des
composés de faibles masses moléculaires (acides aminés, sucres, phéromones, composés
bromés, acide gras, ligands organiques, complexes). Les composés de la MOD lui conférent
ainsi certaines propriétés, telles que la chélation des métaux, qui influence leur toxicité dans
I’environnement, et leur biodisponibilité (Raspor et al., 1980). La MOD est également
composée d’une fraction dite chromophorique (CMOD), qui réunit les composés capables
d’interagir avec la lumicre et d’absorber son énergie, influengant la chaleur de la surface des
eaux, et initiant des réactions de photolyse. La matiére organique dissoute dans les océans joue
également un role majeur dans le cycle du carbone, puisqu’elle participe a la régulation du taux
de dioxyde de carbone CO; et d’oxygéne O2 dans I’atmosphére (Burdige, 2007). L’Equation 1
décrit ainsi un des mécanismes de stockage du CO> dans les océans et les sediments.

€0, + H,0 & CH,0+ 0,

Equation 1. Equilibre de 1’oxygéne et du dioxyde de carbone entre les océans et I’atmosphére.
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Pour le reste de la matiere organique naturelle, MON, on la retrouve majoritairement dans
les sols, sous forme de biopolymeres, d’acides humiques et fulviques. Les acides fulviques sont
définis comme la fraction soluble pour toutes les valeurs de pH, et les acides humiques, la
fraction soluble uniquement a pH alcalin. Parmi la MON, le noir de carbone est produit par la
combustion de la biomasse (Piccolo, 2012). Cette matiere joue un réle fondamental dans la
nutrition des plantes, le maintien des fonctions du sol, et le rejet de gaz (dioxyde carbone,
méthane, etc.) dans 1I’atmosphére. La composition de la matiére organique dans le sol est ainsi
tres diversifiée, ce qui rend son analyse difficile.

Un classement similaire, en MOD et MOP, peut étre effectué sur les composés organiques
anthropogéniques. Ces derniers sont issus des activités humaines, et concerne aussi bien les
produits relachés dans 1’environnement que leurs produits de dégradation. On retrouve cette
matiere organique solide (plastiques, polymeéres) dans les déchets ménagers et industriels. Mais
on trouve également de grandes quantités de composés organiques dans les matériaux courants :
isolants, adjuvants, résines, textiles, etc. (Weschler, 2009). Ces composés sont dégradés de la
méme maniére que la MON, en fonction de leur exposition a I’oxygene, aux bactéries, a la
lumicre, etc. Cette dégradation a été particulierement étudiée dans le contexte de 1’industrie
nucléaire. En effet, les matériaux organiques se dégradent également sous I’effet des
rayonnements ionisants. Ces phénomeénes sont étudiés pour la tenue des matériaux en
fonctionnement (gaines, composés électroniques) (Ferry et al., 2016), pour le conditionnement
des déchets radioactifs (déchets a vie longue de moyenne activité, bitumes) (Chaix et al., 2000),
ainsi que pour le stockage de ces déchets (dégradation de la cellulose ou des adjuvants
cimentaires) (Bourbon et Toulhoat, 1996 ; Garcia et al., 2018).

Les différentes compositions de la matiére organique dans 1’environnement influent fortement
sur la rétention des contaminants organiques en question (Bolan et al., 2011). Ce phénoméne
altere ainsi la migration et la disponibilité de ces composés dans les sols, les matériaux ou dans
les eaux. La caractérisation de cette matiere organique, et I’étude des propriétés
physicochimiques des contaminants organiques permettent d’éclaircir le devenir des composés
dans I’environnement.

1.2. Propriétés intrinseques

Les composes organiques présentent un certain nombre de propriétés physico-chimiques
intrinseques, leur conférant des spécificités, dont la possibilité de migrer dans chacune des trois
principales phases (solide, liquide, gaz) de I’environnement. On peut lister parmi ces propriétés
classiques les parameétres suivants.

Solubilité en phase aqueuse

Les composés organiques peuvent se dissoudre dans une phase aqueuse jusqu’a saturation
de la solution. Il y a alors un équilibre entre le soluté dissous et le soluté non dissous dans le
solvant. La loi de Henry, présentée dans I’Equation 2, est utilisée dans la prédiction de la
solubilité d’un gaz dans une phase aqueuse ou un solvant.
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P,= x}.P= xlKy

Equation 2. Loi de Henry.

P correspond a la pression totale du mélange, Pi a la pression partielle du composé i, Ky a la
constante de Henry du composé i, et x¢, la fraction molaire du constituant i dans la phase
vapeur, et xi' dans la phase liquide.

De plus, la solubilité d’un composé dépendra également des possibles interactions avec
le solvant, selon leur structure. Les composes pouvant former des liaisons hydrogenes se
solubiliseront facilement dans les solvants aqueux ou dans les petits alcools, tandis que les
composés formant des liaisons hydrophobes seront plus solubles dans les solvants aprotiques
et apolaires, comme les hydrocarbures.

Volatilité

Les composés organiques volatils migrent préférentiellement dans la phase vapeur a
pression et température ambiante (T=25°C). Avec une pression de vapeur saturante assez
élevée, les composes passent facilement en phase gazeuse, et ont tendance a se propager dans
I’environnement. La structure de ces composés est généralement de faible masse molaire, et les
cycles benzéniques sont particulierement favorables a la volatilité, la résonance du noyau
benzénique leur conférant une stabilité supplémentaire.

Coefficient de partage

Lorsque les composés sont en quantités plus faibles et ne forment pas une phase a part
entiére, ils présentent alors des coefficients de partage entre milieux. On parle ainsi du
coefficient Kao correspondant a 1’équilibre du soluté dissous dans une phase organique et
vaporisé dans une phase vapeur, Kaw pour I’équilibre entre une phase aqueuse et une phase
vapeur, et Kow entre une phase aqueuse et une phase organique. Ces coefficients représentent
le rapport de la concentration d’un composé X, entre une phase @1 et une phase ¢, représenté
dans I’Equation 3.

C(X)‘P1
K§01/§02= C(x)(pz

Equation 3. Coefficient de partage K d’un composé X entre une phase ¢y et une phase @.

Remarque : on notera que ces rapports de concentrations de composés ne sont pas des
constantes thermodynamiques (rapports des activités des especes en solution), et sont notés
abusivement K. Ils sont parfois notés P (partage) ou D (distribution). La détermination de ces
3 paramétres clés permet de déterminer la distribution d’un composé dans 1I’environnement
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selon ces 3 milieux (air, sol et eau). Zhang et al. (2021) ont ainsi pu tracer un diagramme de
distribution d’un groupe de composés provenant d’un archétype d’Amérique du Nord. Ainsi,
en fonction des valeurs de coefficients de partage Koa et Kaw, il est possible de déterminer dans
quelle phase se retrouvent majoritairement ces CoOmposes.

Constante d’acidité

Certains composes organiques peuvent échanger des protons en solutions : acides ou
bases de Bronsted. L’équilibre chimique de la dissociation d’un acide HA dans 1’eau est décrit
par I’Equation 4.

Ka
HA & H" + A~

Equation 4. Dissociation d’un acide dans 1’eau.

L’acide se dissocie dans I’eau sous forme anionique, noté A", et libére un proton H* dans
le milieu. Cette dissociation suit la loi d’action de masse, définie par une constante d’équilibre
chimique Ka, définie par I’Equation 5.

_a(H30™).a(A)
" a(H,0).a(HA)

Equation 5. Constante d’acidité Ka.

Dans le cas de solutés dilués, ’équation précédente méne a I’Equation 6, qui permet de
relier I’acidité d’une solution, le pH, en fonction du rapport des espéces organiques.

pKa = pH + logﬂ
[HA]

Equation 6. Lien entre le pKa d’un acide et le pH du milieu.

Le méme lien peut étre effectué avec des composés accepteurs de protons : bases. On
appelle la constante de basicité : pKb. La dissociation de 1’eau (pKe=14) permet de démontrer
aisément que pKb = pKe — pKa (pKa étant I’acidité de I’acide conjugué). Dans cette étude, on
choisira de décrire toutes les fonctions des composés, acides et basiques, a 1’aide des valeurs de
pKa correspondantes.

L’acidité des composés est directement corrélée a leur lipophilie pour les composés
ionisables. L’influence de ce paramétre sera discutée pour diverses familles de solutés, dans le
Chapitre I11.
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Sorption

Les composés peuvent se sorber dans les sols selon deux types de mécanismes bien
distincts. L’adsorption est un phénomeéne durant lequel les composés se fixent a la surface d’un
solide. 1l peut étre plus ou moins réversible, selon les liaisons formées entre les deux éléments.

L’absorption quant a elle est correspond a I’incorporation de composés (gazeux, liquide,
dissout) dans un autre matériau tel qu’un solvant ou un polymére, comme par exemple dans la
MON.

Ces deux phénomenes de rétention, adsorption ou absorption, sont quantifiables via un
coefficient de distribution entre les phases, R4, correspondant au ratio de la concentration d’un
soluté sorbé (absorbé ou adsorbé), Cads, dans un matériau solide, par rapport a la concentration
du soluté a I’équilibre (en phase liquide ou gaz), Ceq (Equation 7).

eq

Equation 7. Coefficient de distribution solide liquide ou solide gaz.

Dans le cas d’une absorption pilotée par la MON, on peut ainsi déterminer le coefficient
d’absorption d’un composé dans la MON du sol, Koc, comme la valeur du coefficient Rq pour
le sol, rapportée a la fraction foc de carbone organique de ce sol, suivant I’Equation 8 :

Equation 8. Lien entre le coefficient de distribution Ry et le coefficient d’absorption Koc dans la
matiére organique d’un sol ou d’un sédiment.

De méme, il est possible de calculer la constante de distribution solide liquide sur les
argiles, Kcc, ou les oxydes, Kox, en connaissant la fraction de maticre argileuse ou d’oxydes du
sol, fcc ou fox.

De precédentes études ont montré les corrélations entre le coefficient de partage des
solutés, Log Kow, et leur coefficient de sorption (Rasamimanana et al., 2017). Ce résultat bien
connu pour les composes hydrophobes a été confirmé pour certains composés ionisables et
hydrophiles. En effet, comme montré sur la Figure 1 (Karickhoff et al., 1979), les composés
hydrophobes ont tendance a s’absorber dans la matiére organique (Koc # Kow). Le caractére
apolaire et lipophile des composés organiques (Pow) est également inversement proportionnel
a leur solubilité dans 1’eau. Des propriétés similaires ont été démontrées pour la rétention des
composés organiques sur les roches argileuses Tégulines (Guo et al., 2021) ou du Callovo-
Oxfordien (Rasamimanana et al., 2017), malgré leurs faibles teneurs en MON: 0,4-0,6% (Figure
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1b, droite). Par ailleurs, les composés hydrophiles quant a eux (Figure 1b, en bleu), s’adsorbent
a la surface des argiles (Kcc # Kow). La rétention des composes apolaires peut ainsi étre estimée
a partir du coefficient de partage « apparent », i.e. mesuré dans les mémes conditions physico-
chimiques.
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Figure 1. Corrélation entre la sorption des solutés et leur coefficient de partage, d’apres Karickhoff et
al. (1979) a gauche, et Rasamimanana et al. (2017) a droite.

De maniére générale, I’étude des propriétés physico-chimiques des analytes dans les
mélanges renseigne donc sur leur devenir dans ’environnement. Deux méthodes sont alors
disponibles pour les étudier : identifier les solutés en mélange par analyse ciblée, ou bien étudier
directement leurs propriétés par analyse non ciblée.

2. Analyses de mélanges de contaminants organiques

La caractérisation de la MOD est un enjeu important, qui permet de comprendre comment
les molécules s’organisent et leurs interactions avec les surfaces. Par exemple, I’é¢tude de leurs
structures permet de reconnaitre des biomarqueurs par zone geographique, qui renseignent sur
la dynamique des réserves océaniques de carbone (Kaiser et al., 2017). Malgré I’importance de
la MOD dans I’océan et dans le cycle du carbone, seulement 11% de sa composition a été
identifiée (Hedges, 1992). Un bilan similaire peut étre fait pour de nombreux autres exemples,

24

Log Ko



Chapitre I. Caractérisation des mélanges aqueux

comme celui de la dégradation des déchets plastiques (Barnes et al., 2009), ou de la dégradation
radiolytique des déchets radioactifs (Fu et al., 2022).

L’identification de la structure des composés organiques de la MOD est difficile puisque
celle-ci se compose de molécules polyfonctionalisées, hétérogenes en composition et en masse
moléculaire, et souvent de faibles concentrations. Ces composés sont parfois dissous dans des
milieux de forces ioniques élevées, e.g. > 1 mol L (Yang et al., 1997), complexifiant les
analyses. Les problématiques majeures dans 1’analyse de la MOD sont 1’hétérogénéité du
mélange, la quantité disponible d’échantillon, les techniques d’extractions et la résolution des
analyses. Pour répondre a ces problématiques, on peut distinguer deux méthodologies : les
analyses dites ciblées et non ciblées.

2.1. Techniques de chromatographie

La chromatographie permet de séparer les composes selon leur affinité pour une phase
stationnaire par rapport a une phase mobile. Il existe différents types de chromatographies,
suivant la méthode de séparation utilisée : adsorption, partage (absorption), échange d'ions, ou
exclusion stérique (Caude et Jardy, 1996 ; Ahuja, 2003). Selon le choix des phases mobile et
stationnaire, les molécules auront une affinité plus ou moins forte, conduisant a des temps de
rétention différents. Les différents temps d’élution permettent une premiere identification
qualitative (en temps de rétention) ainsi que 1’analyse quantitative a I’aide d’un étalonnage (en
intensité). La phase mobile peut étre liquide, gazeuse, ou supercritique, permettant de s’adapter
a la composition de 1’échantillon. Quelques exemples sont présentés ci-dessous sur des
mélanges de composés organiques.

L’étude de la composition en monosaccharide dans la MOD permet d’étudier les
composants cellulaires des organismes vivants et [’origine terrestre ou marine de la maticre
organique (Panagiotopoulos et al., 2014). Walters et Hedges (1988) utilisent par exemple la
chromatographie gazeuse (GC) afin de réaliser la quantification d’aldose et d’acide uronique
dans des échantillons naturels. Cependant, cette technique nécessite de rendre les composés
volatils. Pour ce faire, la dérivation des composés ou 1’augmentation de la température peuvent
entrainer la décomposition ou bien I’isomérisation des analytes (Audino et al., 1999).

Dans le cas des chromatographies liquide haute pression (HPLC), différentes techniques
existent en fonction des phases stationnaires utilisées. La chromatographie en phase normale
utilise les interactions polaires. Pour ce faire, la phase stationnaire est polaire afin d’interagir
avec les analytes polaires, tandis que la phase mobile est plus ou moins apolaire. Les composés
apolaires sont peu séparés avec des temps de rétention courts. La chromatographie en phase
« inverse » utilise les interactions hydrophobes de la phase stationnaire, adaptées aux solutés
apolaires. Le développement des gradients d’élution a permis d’améliorer les performances de
ce type de chromatographie (Stenson et al., 2008). Toutefois, I’analyse simultanée de mélanges
de composés polaires et hydrophobes reste difficile sur un unique appareil (Cutillas et al., 2021).
Par ailleurs, elle permet difficilement I’identification a des temps de rétention distincts au-dela
de quelques dizaines de composés (risques de co-élution), limitant ’analyse de mélanges
complexes.
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La technique de chromatographie d’exclusion stérique est répandue pour I’analyse de la
MOD. Elle utilise un gel polyméere comme phase stationnaire, permettant la rétention des
composés selon leur taille. Bien qu’elle ait été critiquée dans la littérature pour la présence
d’artefacts et la non reproductibilité de ses résultats (Hine et Bursill, 1984 ; Chin et Gschwend,
1991), la mise en pratique de technique d’ultrafiltration a permis des avancees majeures, par
exemple dans 1’analyse des substances humiques (Everett et al., 1999). Couplée a la
spectroscopie proche infrarouge, la dégradation d’échantillons de plastiques pyrolysés peut étre
mesurée (Williams et Williams, 1997). La différentiation du caractére plutdt aromatique,
oxygéné ou aliphatique des produits de dégradation de différents plastiques (PVC, PET, ...) est
ainsi possible.

La chromatographie peut étre couplée a différents détecteurs (conductimétrie, UV, IR),
ciblant ainsi des composés de familles différentes. La MOD étant hétérogene, la mise en série
de plusieurs détecteurs permet d’élargir les catégories de composés détectées. Kawasaki et al.
(2011) ont ainsi couplé une HPLC avec des détecteurs UV, IR et de carbone organique total
(COT). Ainsi, ils ont pu mettre en évidence des relations entre les caractéristiques des composés
et leurs sources dans les environnements aquatiques. Cependant, la vitesse d’analyse d’un
appareil HPLC reste faible devant les techniques de GC. Le développement de chromatographie
liquide a ultra haute performance (UPLC) permet d’augmenter la vitesse d’analyse (Hsieh et
al., 2007), comme cela est utilis¢ pour I’analyse de contaminants dans les effluents (Huerta-
Fontela et al., 2007 ; Khan et al., 2019).

Dans le cas de mélanges d’analytes polaires et apolaires, Bieber et al. (2017) ont comparé
les performances d’une chromatographie fluide supercritique a un couplage de
chromatographies en série en phase inverse et normale. L utilisation de la lipophilie pour définir
la polarité des analytes étudiés a permis de classer les composés selon 3 familles : polaires, tres
polaires, et non polaires. La Figure 2 illustre la séparation selon les 2 méthodes. Dans le cas de
la chromatographie en phase inverse, a gauche, les composés polaires et trés polaires sont
retenus, permettant une séparation des composés apolaires. La chromatographie a fluide
supercritique quant a elle, a droite, a une moins bonne affinité pour les composeés trés polaires.
La mise en série de plusieurs types de chromatographie permet alors des séparations bien plus
efficaces, basées sur la lipophilie des composeés, bien que le temps de rétention ne soit pas
directement proportionnel au coefficient de partage des composeés.
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Figure 2. Comparaison des résultats obtenus selon 1’utilisation d’une chromatographie liquide a phase
inverse et normale (a gauche) ou bien une chromatographie a fluide supercritique (a droite).

Les techniques de chromatographie, couplées aux détecteurs « classiques » nécessitent
des échantillons concentrés (10 — 10° M) afin d’étre analysés. Bien que des techniques de pré-
concentration soient possibles (Jalili et al., 2020), celles-ci peuvent modifier les échantillons et
ne permettent pas d’annuler tous les effets de la matrice (Schulze et al., 2020). Le couplage
avec la spectrométrie de masse, décrit dans la section suivante, permet a la fois de mesurer des
concentrations bien plus faibles et d’obtenir des informations sur la structure des composés.

2.2. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est 1’une des techniques analytiques les plus utilisées pour la
caractérisation des contaminants organiques dans les effluents. Elle est basée sur la
détermination des masses des molécules ou atomes présents dans un échantillon (Botter et
Bouchoux, 1995). Cette section n’est pas détaillée, la spectrométrie de masse étant en dehors
du champ de ce travail. Elle a pour but de lister les particularités des techniques existantes et
leurs éventuels avantages et limitations pour I’analyse de la MO.

2.2.1. Caractéristiques des appareils

Les spectrometres de masse se composent :

- D’un systeme d’injection : On utilise généralement la chromatographie liquide comme
systéme d’injection, permettant ainsi de séparer les composés organiques en amont ;

- D’une source d’ionisation : Celle-ci permet d’ioniser les composés organiques en ions,
qui pourront ensuite étre séparés selon leur rapport m/z. La technique d’ionisation a
electrospray (ESI) est la plus utilisée. Il s’agit d’une technique d’ionisation douce,
permettant d’ioniser dans un mode négatif ou positif les composés organiques ;

27



Chapitre I. Caractérisation des mélanges aqueux

- D’unanalyseur : Ceux-ci sont divisés en 4 groupes principaux : 1I’analyseur magnétique,
quadripolaire, les trappes ioniques et les temps de vol (TOF/MS) ;

- D’un systéme de détection, généralement un multiplicateur, permettant d’amplifier le
signal ion-électrons émis.

La spectrométrie de masse permet la caractérisation de composés organiques. Deux
stratégies peuvent alors &tre mises en place : I’analyse ciblée et ’analyse non ciblée.

2.2.2. Analyse ciblée

L’analyse ciblée consiste a déterminer, dans un mélange, la présence de solutés connus.
L’utilisation d’étalons est ainsi nécessaire pour analyser qualitativement et/ou quantitativement
ces Composes.

Hiemstra et Kok (2007) ont utilisé la spectrométrie de masse tandem couplée a une
chromatographie liquide pour I’analyse de 171 pesticides en mélange. Cette analyse discrimine
précisément le signal des analytes, mais nécessite des étalons pour chacun. D’éventuels produits
de transformation ou de dégradation sont donc difficilement analysables. Seitzinger et al. (2003)
ont ainsi analysé la composition MOD d’échantillons de pluie afin de controler la nature de la
matiére organique dans 1’atmosphére. 305 composés organiques ont ainsi pu étre détectés par
analyse ciblée, nécessitant donc des étalons pour chacun. La précision de la spectrométrie de
masse est illustrée dans cet article, ou 1’on peut observer sur un intervalle 35 m/z, la détection
d’une dizaine de composés.

Mawhinney et al. (2009) ont utilisé la spectrométrie TOF pour la caractérisation d’acides
fulviques dans divers échantillons de lacs et riviéres. L’analyse des caractéristiques de polarité
pour chacun des échantillons permet d’estimer la structures et 1’origine des acides. Cependant,
une difficulté pour I’analyse de la MOD est la présence de nombreux isomeres, éventuellement
de rapport m/z identiques. Les séparations chromatographiques préalables a 1’analyse pallient
a cette limitation. Toutefois, certains mélanges, par exemple d’acides fulviques et humiques
sont difficiles a réaliser du fait de larges pics (Hutta et Gora, 2003). Le développement de la
spectrométrie de masse a mobilité ionique a permis d’étudier les informations géométriques et
isomériques des composeés, et a ainsi permis de différencier la présence de quatre isoméres
différents dans des échantillons de DOM (Lu et al, 2018).

L’analyse ciblée permet ainsi une caractérisation sensible et sélective des composés organiques.
Cependant, les mélanges aqueux sont composés d’une myriade de solutés inconnus, nécessitant
une analyse non ciblée afin de les identifier.
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2.2.3. Analyse non ciblée

L’analyse non ciblée vise a déterminer la structure de composés inconnus dans un
mélange, voire a déterminer les propriétés de solutés d’un mélange sans en rechercher
I’identification. Des algorithmes de déconvolution permettent de détecter des centaines de pics
dans un échantillon d’eau (Hug et al., 2014). Il est ainsi possible d’identifier les produits de
transformation de microfibres de plastiques dans divers effluents (Sait et al., 2021).
L’identification des analytes reste un point clé, les formules brutes obtenues devant &tre
associées a des structures de composés. Un des principaux verrous de ce type d’analyse réside
dans le fait que les informations obtenues pour un méme composé varient d’un spectrométre a
I’autre. L utilisation de banques de données spectrales reste ainsi limitée pour la détection de
contaminants dans les effluents.

A défaut d’identification, la spectrométrie de masse a haute résolution permet également
la cartographie de familles d’analytes selon leur composition atomique. On notera par exemple
I’utilisation de diagrammes de Van Krevelen, présentés sur la Figure 3, quantifiant différents
rapports atomiques (H/C, O/C, N/C, S/C, ...). Ces rapports mettent en évidence le caractére
saturé ou insaturé d’un composé, la présence de longues chaines aliphatiques ou encore
I’aromaticité des composés. On discrimine ainsi des familles de composés de la MOD :
protéines, lignines, lipides, acides aminés, etc. (Van Krevelen, 1950). Cependant, la
construction de ces diagrammes repose sur plusieurs hypothéses, comme 1’efficacité
d’ionisation ou I’absence d’interaction entre composés (Kim et al., 2003). La présence d’un
composé peut ainsi €tre prouvée a I’aide de diagrammes de Van Krevelen, mais 1’absence de
signal n’est pas une preuve fiable d’absence des composés dans le mélange. L’utilisation de
solvants variés pour extraire les analytes améliore I’analyse des mélanges complexes (Tfaily et
al., 2015), via I’ajout d’un 3°™ axe dans les diagrammes de Van Krevelen. Wu et al. (2004) ont
ainsi pu observer la répartition de solutés provenant d’un mélange de charbon selon différentes
classes d’azote : N, NO, NO2 (Figure 3 (B)). Une autre variante des diagrammes de Van
Krevelen consiste a I’analyse des défauts de masse de Kendrick. Cela corrige la masse mesurée
sur les analytes afin d’observer leur répartition horizontale selon les quantités d’unités de CHz
qui les sépare, et verticale selon le degré d’insaturation et le nombre d’hétéroatomes présents.
Hughey et al. (2001) ont ainsi pu analyser les classes de composés d’un échantillon complexe
d’huile brute.

Un autre avantage de ces techniques est de permettre 1’analyse d’analytes de poids
moléculaire élevés (> 490 Da), et a défaut d’identification, leur attribution a des familles
specifiques (Stenson et al., 2003). Toutefois, la spectrométrie de masse reste lourde a mettre en
ceuvre, du fait de 1’équipement onéreux requis pour 1’analyse et 1’interprétation longue et
complexe des données.
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Figure 3. Exemples de diagramme de Van Krevelen. (A) Diagramme en 2D, permettant de déterminer
la famille des analytes (Sleighter et Hatcher, 2008). (B) Décomposition en 3D des familles d’azotes
(Wu et al., 2004).

Différentes techniques de spectrométrie de masse sont efficaces pour identifier la masse
moléculaire d’un grand nombre de composés. Pour les faibles concentrations, une étape
d’extraction ou de pré-concentration des échantillons est possible, mais qui peut altérer leur
composition (pH, salinité, rapports de concentrations entre analytes). Le couplage aux
techniques chromatographiques reste efficace pour améliorer la séparation et fournit des
informations complémentaires pour 1’identification. Toutefois, I’ionisation des ions peut étre
compétitive, ce qui limite la détection des ions faiblement ionisés (Petras et al., 2017). Elle est
inadaptée aux composé€s neutres et peu ionisables, limitant I’analyse exhaustive d’échantillons
complexes de MOD.

2.3. Autres techniques d’analyses

Les techniques de spectroscopies permettent d’accéder a des informations sur la structure
des molécules (électronique en UV-Vis, Vibrationnelle en IR, atomique en RMN). Certaines
de ces techniques sont décrites ci-dessous au regard de 1’analyse de la MOD.

2.3.1. Spectroscopie

Spectroscopie UV-Visible

Tout comme la spectrométrie de masse est limitée aux composés ionisables, les
techniques spectroscopiques sont limitées a certains composes chromophoriques (MODC).
Cette fraction est analysable par spectroscopie UV-Visible et de fluorescence, permettant
d’accéder a des informations sur sa composition et son origine. L’absorbance UV-Visible

30



Absorbance

Chapitre I. Caractérisation des mélanges aqueux

spécifique, SUVA, a 254 nm quant a elle permet de caractériser la présence de composés
aromatiques, et discutée plus en détail dans la partie « 2.1 Spectroscopie UV-Visible ».
Quelques exemples de mesures en UV-Visible, appliquées a des mélanges de composés
organiques sont listés ci-dessous.

Durce et al. (2015) ont utilisé la longueur d’onde a 258 nm pour caractériser la
distribution en taille d’échantillons de MON d’un sédiment argileux. Cette distribution est
corrélée & la mobilité des composés dans les argiles.

Fichot et al. (2016) ont étudi¢ I’absorbance d’effluents afin d’évaluer la contribution de
la lignine. Une forte corrélation entre la concentration en lignine et 1’absorbance de la MODC
entre 250 et 275 nm a été démontrée. Cependant, la dégradation de la lignine cause des
interférences sur les analyses. Le ratio des absorbances a des longueurs d’ondes d’intérét permet
d’améliorer ces analyses.

Barreto et al. (2003) ont étudié des échantillons naturels de MOD provenant d’un lac
brésilien. Le ratio de I’absorbance aux longueurs d’ondes 250 et 365 nm permet d’analyser des
classes de composés, et la variation de la concentration en acides fulviques.

Les analyses par spectroscopie UV-Visible peuvent toutefois étre sujettes a des
interférences, liées aux effets des ions inorganiques (Her et al., 2008). Le suivi temporel des
spectres d’absorption est alors parfois développé. Cela permet d’étudier la stabilité des
¢chantillons ou des effets de matrices, par exemple I’interaction entre la MOD et différents
métaux (Yan et Korshin, 2014), I’évolution des propriétés de la MOD dans les traitements de
désinfection (Wu et al., 2020) ou encore I’étude de la coagulation lors du traitement de la MOD
(Zhou et al., 2020). Bien que la spectroscopie UV-Visible permette d’étudier une large gamme
de composés organiques, la spectroscopie de fluorescence permet de mesurer des
concentrations bien plus faibles (Figure 4).
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Figure 4. Spectre UV-Visible (& gauche) et spectre d’émission de fluorescence (a droite, Aex = 285
nm) du naphtaléne a une concentration de 4,5.10° mol L.
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Spectroscopie de fluorescence

L’analyse spectroscopique de la MOD nécessite de pouvoir décomposer les spectres des
mélanges mesurés. Comparativement a la spectroscopie d’absorbance, la spectroscopie de
fluorescence présente 1’avantage d’une bien meilleure sensibilité (Penner, 2017). Elle présente
¢galement ’avantage de dépendre de deux parameétres distincts : les longueurs d’onde
d’excitation et d’émission. De nombreux modéles mathématiques sont proposés dans la
littérature afin de décomposer les spectres d’absorption ou de fluorescence. Un outil performant
est le facteur d’analyse parallele, PARAFAC (Murphy et al., 2013), qui permet I’identification
de composés, par reconnaissance de raies/spectres de fluorescence spécifiques.

Jiji et al. (1999) ont étudié les performances du PARAFAC en analysant des échantillons
de pesticides et de composés polycycliques aromatiques hydrocarbonés (PAHS). Les résultats
sont cohérents avec les étalons utilisés. De maniére genérale, la spectroscopie de fluorescence
permet de déterminer des familles de composes avec des signatures mais également des
propriétés physico-chimiques spécifiques. Coble et al. (1990), via 1’étude d’échantillons d’cau
de mer, ont mis en évidence la présence de trois classes de fluorochromes. La comparaison des
spectres d’émission et d’excitation avec les données de la littérature a permis d’identifier les
raies du tryptophan et de la tyrosine, acides aminés marqueurs de la croissance des organismes
vivants. Parmi les inconvénients de la spectroscopie de fluorescence, on notera la présence de
raies de Rayleigh et de Raman, artefacts majeurs particulierement présents pour les échantillons
naturels. Par ailleurs, le phénoméne de déclin de fluorescence rend la quantification sensible
aux effets de matrices (sels de fonds, colloides).

Malgré une excellente sensibilité et une mise en ceuvre aisée, les spectroscopies UV-Vis
et de fluorescence présentent de nombreuses limitations, sur le type de molécule ciblées, ou sur
les effets de matrice. Les composes de structures moléculaires proches présentent des spectres
similaires, limitant la discrimination dans les mélanges complexes. Toutefois, 1’étude
spectroscopique de la MOD fournit une caractérisation semi-quantitative des sources et de la
nature des composés organiques. Dans une approche similaire, d’autres analyses, dites non-
ciblées, visent a caractériser la composition générale de mélanges inconnus.

2.3.2. Résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) permet d’identifier différents atomes (*H, *C,
13N, 31P...) et leur position les uns par rapport aux autres (Chachaty, 1984 ; Silverstein et al.,
2016). C’est donc un outil de choix dans la résolution structurelle des composés organiques.
Les premiers développements de la méthode ont permis I’analyse 1D des protons et des atomes
de carbone. Aluwihare et al. (2002) ont mis ainsi en avant que le groupement acétate, présent
dans de nombreux acides aminés, est un des groupements majoritaires de la MOD. Benner et
al. (1992) quant a eux ont utilisé la RMN du proton et du carbone pour révéler le caractere
aliphatique fortement présent dans la MOD. Cependant, I’analyse par RMN 1D se complique
pour les mélanges composeés de dizaines de composes. Repeta et al. (2002) ont utilisé la HPLC
permettant I’analyse de *H dans des fractions de MOD, mais 1’élucidation de la structure des
composés reste difficile. De ce fait, 1'utilisation de la RMN 2D permet d’améliorer la
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qualification de mélanges complexes. Une analyse classique étant la corrélation H-'H
homonucléaire, COSY, qui renseigne sur le couplage de protons voisins. Pour les liaisons
hétéronucleaires, les spectres HSQC et HMBC permettent respectivement de déterminer les
spins des liaisons directes entre les protons et les carbones, et les spins pour les liaisons séparées
par 2-3 atomes. Majumdar et al. (2017) ont utilisé les techniques COSY et HSQC pour
déterminer le degré de photodégradation de composés chromophoriques de la MOD. Sur le
spectre HSQC, sept régions de différentes familles de composés (aromatiques, oléfines,
protéines alpha, etc...) ont ainsi pu étre identifiées (Figure 5).

Cependant, ces analyses nécessitent une quantité suffisante d’échantillon et les analyses
bidimensionnelles peuvent durer plusieurs jours. Lorsque les molécules sont trop grandes,
I’utilisation de la RMN 3D permet de limiter la superposition des pics, par exemple par
corrélation totale spectroscopique, TOCSY. Simpson et al. (2003) ont mis en avant que
I’introduction a la RMN 3D permet de simplifier des spectres trop complexes en RMN 2D.
Bien que la RMN permette des analyses de mélanges aqueux, ce type d’analyse demeure
principalement utile pour les résolutions structurelles. Les analyses du **C et du ° N sont
rapidement limitées par la quantité d’échantillon, leur abondance naturelle étant plutdt faible
(e.g, 1,1% et 0,34%). L’analyse d’échantillons complexes, qui conduit au chevauchement des
pics, nécessite la mise en place de couplages et de techniques couteuses en ressources et en
temps.

Before

1. Aromatics 6
2. Unsaturations

3. Carbohydrates

4. Protein alpha groups
5. CRAM

6. N-acetyl/O-acetyl/S-CH, ¢
7. MDLT
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Figure 5. Spectre HSQC permettant 1’identification de 7 familles de composés différentes (Majumdar
etal., 2017).
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2.3.3. Marqueurs d’effets

Comme discuté précedemment, la caractérisation des solutés présents dans un mélange
complexe est difficile. D’autres stratégies d’analyses se basent sur 1’évaluation des
changements biologiques dans un environnement donné. Ces changements peuvent traduire la
présence de certains contaminants organiques, qui peuvent ainsi étre caractérisés par ce type
d’analyses. Certaines enzymes ont des réponses biologiques plus ou moins importantes en
fonction de leur exposition a certaines substances. Selander et Cramér (1970) ont ainsi pu
déterminer I’exposition au plomb de travailleurs en mesurant I’expression d’une enzyme
spécifique. L’utilisation de biomarqueurs d’effet nécessite 1’appui de plusieurs données
indépendantes, les résultats sur une population pouvant étre influencés par d'autres paramétres
que ceux ciblés.

Les indicateurs de la qualité de 1’eau sont également de bons exemples d’analyse des
conditions du milieu afin d’estimer la pureté¢ d’effluents aqueux. Ces méthodes analysent
différents parametres tels que la turbidité, le potentiel oxydo-réducteur ou encore 1’absorbance
d’échantillons aqueux (Rodier, 2016). Il est ainsi possible de déterminer le niveau
d’eutrophisation d’un milieu en mesurant les cinétiques de son taux de phosphore et d’azote
(Dodds et Smith, 2016). Weishaar et al. (2003) quant a eux ont étudié 1’absorbance spécifique
a 254 nm d’échantillons liquide, permettant d’estimer le taux de matiére organique dissoute
aromatique. La composante aromatique de la MOD influence la réactivité de la matiere
organique dans des processus environnemental (chélation avec métaux, oxydation,
complexation, etc.).

L’analyse de différents parametres influencgant le devenir des composés dans un milieu
permet ainsi de déterminer directement les effets synergiques des mélanges complexes dans un
environnement. Cette stratégie est intéressante et ouvre la voie a la mesure de nouveaux
indicateurs permettant d’estimer le comportement des mélanges aqueux complexes dans
I’environnement.

3. Limitations des analyses de mélanges & objectifs des travaux

Face a la complexité de la composition des mélanges organiques, de nombreuses
techniques analytiques sont développées. Les analyses ciblées permettent de confirmer la
présence d’analytes spécifiques. Elles sont souvent limitées pour déterminer la présence
d’analytes inconnus, ou pour des échantillons complexes (centaines d’analytes). C’est par
exemple le cas pour les effluents ayant subi des étapes de dégradation chimique, physique,
bactérienne, radiolytique, etc. L’utilisation de techniques non ciblées ou de criblage sont alors
complémentaires des précédentes. Le développement de techniques non ciblées élargit le type
de caractérisation des mélanges organiques. La spectroscopie de masse est par exemple mise a
profit via les analyses de criblage ou l’interprétation en diagramme de Van Krevelen.
Cependant, ces techniques présentent elles-mémes des limitations, dont la lourdeur de
I’appareillage et du post-traitement des analyses. La spectrométrie de masse analyse
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essentiellement les composeés ionisables. La RMN, trés performante pour les études de structure
ou pour la réalisation d’imageries (2D, 3D), posséde une sensibilité limitée.

Concernant les produits de dégradation des matériaux polymeres, les études sont souvent
limitées par la variété des produits de degradation générés (Duemichen et al., 2014 ; Lee et al.,
2020 ; Fauvelle et al., 2021). Un constat identique se pose pour la dégradation des pesticides et
produits pharmaceutiques dans I’environnement (Andreu et Pico, 2004 ; Lapworth et al., 2012).
Faute d’identification possible, les analyses qualitatives ne permettent pas d’appréhender le
devenir de ces mélanges dans I’environnement. Il serait donc intéressant de développer une
nouvelle technique permettant d’analyser ces mélanges, ou a défaut, d’évaluer une ou plusieurs
propriétés intrinseques des solutés organiques des mélanges.

Dans cette optique, la lipophilie apparait comme un indicateur quantitatif, relativement
simple a estimer, généralement absent des indicateurs classiqguement mesurés. Ce parametre est
pertinent pour évaluer le comportement des analytes. Il serait donc intéressant de développer
une technique permettant sa mesure pour les analytes d’un mélange. Dans les prérequis de la
technique, la mesure de lipophilie doit correspondre aux propriétés intrinseques des analytes,
i.e. a I’équilibre chimique dans des conditions données, et non pas a une grandeur dérivée
comme un temps de rétention, qui ne permet qu’une classification qualitative. La technique doit
¢galement s’adapter a une large gamme de conditions du milieu : pH, force ionique, nature du
solvant. Enfin le détecteur utilisé doit permettre de cibler des analytes du mélange, de maniére
suffisamment large (e.g. polaires et apolaires, ionisables et neutres) pour permettre une
interprétation compléte du résultat.

Dans cette optique, ce travail vise a développer un nouveau procédé analytique, de
caractérisation de la lipophilie des composés organiques d’un mélange. La méthode proposée
est une analyse non-ciblée, au sens qu’elle ne nécessite pas la connaissance a priori des
analytes, ni méme a posteriori (analytes non référencés dans les bases de données). Pour ce
faire, ’approche proposée vise a identifier des familles de composés de lipophilies distinctes.
La mesure de lipophilie sera réalisée via 1’utilisation d’expériences de partage liquide-liquide
relativement simples a réaliser et a automatiser. Apres une bréve description des matériels et
méthodes utilisés dans le chapitre 1l, 3 axes principaux seront alors abordés successivement
dans le manuscrit :

- Lechapitre Il « Partage des composés ionisables », décrit une partie plus fondamentale
visant a comprendre ’influence de la structure des solutés sur leur coefficient de
partage. Avant d’aborder les mélanges, ce chapitre décrit différentes classes de
Ccomposés purs, couvrant une large gamme de propriétés structurelles.

- Le chapitre 1V « Principe du procédé Paw » décrit la méthode proposée de mesure des
mélanges. Les développements expérimentaux (séquences de mesures) et théoriques
(modele d’interprétation) du procédé y sont abordés.

- Enfin le chapitre V, « Applications du procédé Paw » décrit I’application du procédé sur
des mélanges inconnus. Les contextes de la dégradation des polymeéres ou de 1’étude
d’impuretés y sont illustrées.
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Introduction

Dans ce chapitre sont decrits les matériels et méthodes utilisés pour la caractérisation des
contaminants organiques dans les mélanges étudiés. Une description succincte du matériel
analytique et en particulier des méthodes de détection est présentée. Toutefois la technique
experimentale « spécifique » au procédé Paw est abordée plus loin dans le manuscrit (Chapitre
IV.).

1. Produits chimiques

Les spécificités de chaque produit chimique utilisés sont décrites dans cette partie.

Phases aqueuses
Les phases aqueuses sont préparées a partir d’eau purifiée par un appareil Milli-Q™ de

Merck (>18 MQ.cm). Le pH et la force ionique sont controlés par différents tampons, dont les
propriétés sont présentées dans le Tableau 2.

Tampons pH

Tableau 2. Propriétés des tampons pH utilisés.

Composition Fournisseur Pureté  Concentration pH Force ionique
(%) (mol L) (mol L)

HCI Merck 0,5 0,3 0,5

H3PO4 Merck 0,05 3,0 0,2
KH2PO4 Fisher Scientific 100 0,05
NaClO4 Sigma-Aldrich 98 0,1

KH-o-phthalate ~ Sigma-Aldrich 99,95 0,1 4,0 0,2
NaClOg4 0,1

KH2PO4 0,05 7,2 0,2
NaxHPO4 Sigma-Aldrich 99 0,05
NaClOg4 0,1
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NaCl Sigma-Aldrich 99 0,137 7,4 0,17
KCI Sigma-Aldrich 99 0,0027
NazHPO4 0,001
KH2PO4 0,0017
NH.CI VWR 100 0,05 9,1 0,2
NH3 Sigma-Aldrich 0,05
NaClO4 0,1
NaOH Sigma-Aldrich 97 0,1 13,2 0,3
KOH Merck 98 0,2

Phases organiques

Les phases organiques ont été préparées a partir d’octan-1-ol, du fournisseur Emplura®
> 99% (GC). L’octanol est peu soluble dans 1’eau (s(n-oct./eau) = 6,6.10° mol L a 25°C).
Toutefois, il est a noter que 1’eau est relativement soluble dans [’octanol
(s(eau/n- oct.) = 2,36 mol L) (Dearden, 1988). Cette solubilité élevée rend nécessaire un pré-
équilibre de la phase organique, afin d’éviter les variations de volume et de composition des
phases (concentration, spéciation). Les solutions d’octanol sont donc pré-equilibrées avec une
solution aqueuse pendant 48h, pour mener & une hydratation de la phase d’environ 4,0 + 0,3%
en masse (Tableau 3).

Tableau 3. Variation théorique de I’hydratation de 1’octanol selon le pH

pH % molaireeau/oct % massiqueeau/oct
3,40 23 4.0
3,40 26 45
6,87 22 3,8
6,87 22 3,8
13,28 23 3.9
13,28 24 42
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Composés étudiés

Les solutés organiques sont solubilisés dans la phase aqueuse ou la phase organique selon
leur affinité. Les composés les moins solubles sont dissous pendant plusieurs jours en alternant
’agitation et le bain a ultrasons. Les solutions meres sont ensuite filtrées sur filtre cellulose
type HA (Millipore®) ayant un seuil de coupure de 0,45 um. Ces solutions filtrées sont ensuite
analysées par analyseur carbone total pour contrdler la concentration en composés organiques
(Watson VarioTOC, c.f. paragraphe 2.3). La masse des échantillons est mesurée par pesage sur
des balances de précision (Metler® Tolebo XPE504) de justesse o(m) <1 mg.

Tableau 4. Propriétés des composés organiques étudiés. S.O. (sans objet) N.D. (non disponible)
Références : [1] Sangster (1989), [2] Leo et al. (1971), [3] Pinsuwan et al. (1995), [4] Heinonen et Sainio
(2019), [5] Ishihama et al. (1994), [6] Yunger et Cramer (1981), [7] Borrirukwisitsak et al. (2012), [8]
Birch et Harris (1930), [9] Speakman (1940), [10] Maxwell et Partington (1937), [11] Porto et al. (2005),
[12] Soares da Silva et al. (2014), [13] Rabiger et Joullié (1964), [14] Walba et Isensee (1961), [15]
Mitchell et Jurs (1998), [16] Pearlman et al. (1984), [17] Sepassi et Yalkowsky (2006), [18] Li et al.
(2019), [19] Domanska et Kozlowska (2002), [20] Abualreisch et Noubigh (2019), [21] Dorn et al.
(1987), [22] Kipling et Wilson (1931), [23] Rumpf et al. (1998), [24] Gaivoronskii et Granzhan (2004),
[25] Qingzhu et al.(2008), [26] Ribeiro et al. (2015), [27] Rai et al. (2003)

Composé Structure pKa Log P'™=VR Solubilité Solubilité dans
dans I’eau I’octanol
(9/L) (9/L)
Acide acétique PR 4751¥  LogPN=-0171 1501 [ 9,67 17!
. .. 0 4.43 19
Acide adipique M Log PN =0,08 19 4] N.D.
! 5.42 [°]
Acide benzoique O/L 41600 | ogPN=1,_87[ 3,28 [1°] 139,16 [?3]
Acid 0 o 3,45 1101
ciae N — [2] [26]
. ; HO OH Log P™ = 1,66 0,13 N.D.
isophtalique J\Q/‘L 4,45 00 g
Acide HO. O [4] N_— _ [4] [27]
isosaccharinique How% 3,20 Log P™ =-2,65 36,03 N.D.
_ 0 2,97 110]
Acide ortho- o LogPN=0,72 11,7605 N.D.
phtalique
" 5,28 1101
" 1,250
Acide oxalique /L( Log PN=-0,702 220,48 [*3] N.D.
o 4,23 9]
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COOH

3,08 [°]
Acide salicylique é/ Log PN=2,21[ 2,55 [ 195,1 Bl
13,62 11l
2,18 &
NH [e]
L-Arginine vy on 9,090 LogPN=4,081 178,35 N.D.
13,2 @
(8]
Benzaldéhyde G)LH > 14 Log PN=1,48 2 5,83 1] N.D.
Benzéne @ S0O. LogPN=213[ 17905 12,38 171
Benzimidazole (;[N\> 553181 |ogPN=1341 2,00 [161 N.D.
m%{ﬁ;,‘gﬁe oo, JUI0 ee 103 [ ogpN=0,08E20 234122 N.D.
Bisphénol A “ 96  LogPN=3440 0,12 [21 N.D.
AT T,
Cellulose N N.D. N.D. N.D. N.D.
5 1,7 8
L-Histidine </~ ) o 598  LogPN=-25201 40,91 [ N.D.
i N 9,09 (8l
Imidazole [ ) 7058 LogPN=-0,08M 761,16 [ 230,91 [*4]
[3
Naphtaléne SO.  LogPN=335m 003 90,73 1
Octanol He NN N0 > 14 Log PN =3,07 U 0.03 [*3 S.0.
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0 54EXP.
. i ' (3]
Théophylline ;\ | /> Log PN =-0,02 [1 8,1 1,84 Bl
T 8,66 [
Tolugne S.0. Log PN =2,73 1 0,55 [151 14,59 7]
i 2,38
L-Tryptophane ) o 9.4 15 Log PN =-1,06 U 11,22 1231 0,153 [81

HN NH,.

2. Caractérisation des solutés

Les techniques analytiques utilisees pour mesurer la concentration des analytes en
solution sont présentées ci-apres.

2.1. Spectroscopie UV-Visible

Les mesures des spectres d’absorbance des composés ont été réalisées avec des
spectromeétres UV-Visible Cary 60 et Cary 500 (Agilent, anciennement Varian). Toutes les
mesures sont réalisées en laboratoire tempéré a une température T = 21+1 °C. La détermination
des spectres demeure précise dans les gammes d’absorbance allant de 102 & 2, et avec une limite
de détection de 1073, Les cuves spectrophotométriques utilisées sont en quartz (Amin ~ 190 nm)
avec une longueur de trajet optique de 1 cm.

La variation de 1’absorbance avec la concentration, loi de Beer-Lambert, est rappelée dans
I’Equation 9. Les coefficient d’extinction &, des composés ont été mesurés en fonction de la
longueur d’onde A. Des étalons purs de chaque composé organique, et de concentrations
connues, ont permis de déterminer les spectres, € = f(A), a différentes valeurs de pH et dans
différents solvants (Annexe 1). Par la suite, ces données permettent de déterminer les
coefficients d’absorption molaire g(A), utilisés par la suite pour déterminer les concentrations
des solutés.

A= eAT).l.c

Equation 9. Loi de Beer-Lambert
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Lorsque plusieurs especes sont présentes en solution, on utilise une loi d’additivité des
absorbances, présentée en Equation 10.

Atot = 81. l C]_ + 82. l CZ + 83. l C3

Equation 10. Loi d’additivité des absorbances

L’absorbance totale est égale a la somme des absorbances de chacune des especes, en
absence d’interaction spécifique. Si les spectres des composés different suffisamment, une
décomposition spectrale, présentée sur la Figure 6, permet de déterminer la concentration de
chaque espeéce.

3,0E+04 1,50
eCompose 1/6A
2,5E+04 - eCompose 2/6A | L 125
eComposé 3/0A
fé\ 2,0E+04 - xx % Mesure mélange |[F 1,00 D
9 X - ==-Modélisation S
= 15E+04 - X - 0,75 9
2 X >
3 1,0E+04 - % 050 <
= X B §
w
5,0E+03 A , 0,25
0,0E+00 T + 0,00
210 230 250 270 290

Figure 6. Spectres d’absorbance des composés (1. Acide benzoique, 2. Théophylline, et 3.
Benzimidazole). Absorbance mesurée pour un mélange des trois composés et comparaison au spectre
théorique modélisé par ajustement des concentrations.

Les mesures sont effectuées dans les solvants aqueux et 1’octanol hydraté. Les cuves sont
rincees plusieurs fois a 1’eau milli-Q, pour la mesure des solutions aqueuses, ou a 1’éthanol puis
séchées. Les cuves sont ensuite rincées une premiére fois avec la solution a analyser. Le
spectrophotomeétre est etalonné avec le solvant correspondant, exempt de soluté. Cette ligne de
base (A = 0) est mesurée en début et en fin de série de mesure afin de vérifier que le bruit de
fond reste de ’ordre de 1073,
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2.2. Scintillation liquide

L’activité des composés organiques marqués au carbone 14 (**C) et au tritium (3H) est
mesurée par un compteur a scintillation « Packard TRICARB 2500 ». Cet appareil mesure la
fluorescence émise par un liquide scintillant, aprés dissolution de solutés radioactifs, ici
émetteurs de rayonnements B (Cassette, 2020). Des photons sont émis par désexcitation du
scintillant a chaque interaction avec les particules. Ce signal lumineux est converti en impulsion
électrique par le biais de photomultiplicateurs. L’intensité de fluorescence et d’impulsion est
proportionnelle a la dose recue, donc a la nature et a I’énergie des particules o/p. Le hombre
d’impulsions, est proportionnel au nombre de particules traversant le milieu, donc a I’activité
(Bq). La mesure est fournie en coups par minute (CPM). L’activit¢ de 1’échantillon en
Becquerel est calculée selon I’Equation 11. Cette détection permet de tracer les spectres des
radionucléides pour un intervalle d’énergie de 0-18,6 keV pour le tritium, et de 0-156 keV pour
le carbone 14.

CPM

A(Bq) = 60. ————
(Bq) = 60 Efficacité

Equation 11. Calcul de I’activité d’échantillons radiomarqués

L’efficacité absolue du détecteur corrige la mesure des phénomeénes pouvant conduire a
une perte de signal. L’efficacité de I’appareil est au minimum de 6% sur le spectre du tritium,
et d’un minimum de 95% pour 1’analyse du carbone 14. Le volume des échantillons analysés
est généralement de 5 mL, avec un rapport 4:1 entre le scintillateur liquide (Ultima gold™) et
I’échantillon. Le bruit de fond de I’appareil, estimé a partir des blancs sans soluté, est de I’ordre
de 0,22 + 0,03 Bq pour le ®H et 0,83 + 0,15 Bq pour le *C. La limite de détection est estimée a
3 fois la valeur de ces bruits de fond.

2.3.  Analyseur de carbone total

Un analyseur de carbone total « Watson Vario TOC cube » de chez Elementar permet de
déterminer la concentration en carbone des échantillons aqueux. Le carbone total, CT, est
mesuré par pyrolyse de I’échantillon dans un four a 850°C. Les composés se dégradent en CO>
gazeux, qui est analysé par un détecteur infrarouge (photométre proche infrarouge). En
paralléle, un autre aliquote d’échantillon est acidifié avec une solution d’acide phosphorique
H3PO4 (5% en masse), dont 1’analyse par le méme détecteur permet de déterminer le carbone
inorganique total (CIT).

La mesure du carbone organique total, COT, est obtenue par différence entre la mesure
experimentale du carbone total, et du carbone inorganique total. Les étalons utilisés pour
déterminer les concentrations en CT et CIT sont respectivement le phtalate de potassium et le
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carbonate de sodium. Bien que 1’appareil posséde une limite de détection de 6 ppb(C), les
échantillons sont préparés pour des concentrations comprises entre 1 et 50 ppm(C).

3. Méthode de partage liquide-liquide

Les équilibres liquide-liquide sont des étapes importantes du procédé, développés par la
suite. L’étude des conditions expérimentales nécessaires a I’atteinte de 1’état d’équilibre est
décrite dans cette partie.

3.1. Choix de la méthode expérimentale

Le procédé Paw nécessite plusieurs étapes de partage liquide-liquide. L’ objectif de ces
¢tapes n’est pas 1’extraction ou la séparation compléte des solutés, mais bien ’atteinte d’états
d’équilibre chimique, de partage liquide-liquide, permettant de quantifier les coefficients
associés et dans des conditions physico-chimiques maitrisées. Diverses techniques, permettant
de mesurer le coefficient de partage sont reportées dans le Tableau 5. Leurs avantages et
inconveénients ont permis de choisir la technique la plus adaptée (volume, cinétique).

Tableau 5. Inventaire des techniques utilisées pour mesurer le coefficient de partage liquide-liquide.

Technique Lipophilie mesurée Avantages Limites Références
. e Appareillage, OECD (2004) ;
Chrorl?altjci)géaphle O<LogP<6 Rapidite, faibles COMpOosés Mirrlees et al. (1975) ;
g ionisables Griffins et al. (1999)
‘ Composés Herbert et Dorsey
Elecc;r(i)ﬁgi(i‘raese -2,3<LogP<6,2 ionisables, con If’e]:z:i Ue (1995) ; Terabe et al.
P reproductibilité generiq (1983)
Flux a contre- 1<logP <4 Potentiel de acoz]rg:ﬁ):tg Oka et al. (1998) ;
courant g développement PP ge, Martin et Synge (1940)
nettoyage
Passtg e;gﬁzl;)ns’ Temps Andersson et Scharder
Membrane 1<LogP<5 P d’équilibre, (1999) ; Ong et al.

compléte des

fragilité support

(1996)
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Rapidité, faibles

volumes Emulsions Alimuddin et al.
Microfluidique -15<LogP<25 . o (2008) ; Kralj et al.
potentiel de appareillage (2006)

développement

Composes Compose pur
» ionisables, POSEPUL.  5ECD (2000), Adveef
pH-métrique -2<lLogP<7 A volatiles,
rapidité, . (1992a)
: absorption CO>
appareillage
_ ) Emulsions,
Bouteille secouee Appareillage, solubilité, Andrés et al. (2015) ;
-2<LogP<5 N .
« Shake flask » rapidité sensible aux OECD (1995)
impuretés
Agitation lente Pas d’¢émulsions, Temps OECD (2006)
Log P <8,2 appareillage, r e
« Slow-stirring » reproductibilité d’équilibre Tolls et al. (2003)

La méthode choisie pour étudier le coefficient de partage des composés est celle de
I’agitation a faible vitesse (slow-stirring) proposée par I’OECD (2006). La mise en place de la
technique est facilitée par la simplicité du matériel requis et la méthode s’adapte a différents
dimensionnements. Les composés lipophiles ont largement été étudiés via cette méthode,
permettant de déterminer des lipophilies allant jusqu’a Log Kow = 8 (Guillot et al., 2009).
L’étude des composés hydrophiles est bien plus restreinte et les limites de détermination ne
sont pas définies. L utilisation de cette technique est détaillée dans la section suivante.

3.2.  Mise en place du procédé expéerimental

Les composés étudiés sont préalablement dissous dans I’une des deux phases, eau
tamponnée, ou octanol hydraté. Un volume de phase aqueuse est pesé et versé dans un pot, de
préférence en verre borosilicaté. Une premiére mesure de pH est effectuée avant d’ajouter avec
précaution la phase octanol hydraté, pesée au préalable. Un barreau aimanté en téflon permet
I’agitation et la mise a I’équilibre des deux phases. Celui-ci est choisi le plus fin et long possible,
permettant ainsi une agitation vigoureuse sans provoquer d’émulsion, et tout en limitant
I’adsorption des solutés.

Le temps d’agitation est généralement inférieur a 48 h. L’étude cinétique réalisée sur la
theéophylline est par exemple présentee sur la Figure 7. Deux experiences ont éte réalisées sur
une durée de 6 h, en utilisant une cuve a circulation pour étudier en temps réel la concentration
du composé dans la phase aqueuse. Une premiére expérience avec une injection de 8.107
mol L de théophylline dans la phase aqueuse a été réalisée (Figure 7). Une seconde expérience
a été realisee avec la méme injection dans la phase octanol. L’équilibre est considéré comme
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atteint a une valeur d’absorbance correspondant a 99% de la valeur du plateau, ce qui
correspond a un temps d’équilibre de 4 h pour les 2 types d’injections.

0,95 0,7 :
A) TP/oct* : B)
0.75 1 0.6 — = =Equilibre atteint (99% du plateau)
= |
0,55 A1 g 0,5 - —3— TP/W 0
S [
(hl |
0,35 A1 5,0,4 J
3
0,15 - = 0,3 -
. . =
'0,05 T T T ! 8 0,2 -
265 275 285 295 305 2
Longueur d'onde (nm) 01 -
0 5 10 15 45 75 04 i i .
105 135 150 165 190 205 0 100 200 300
220 235 250 280 310 340 Temps (minutes)

Figure 7. A) Spectres d’absorbance de la théophylline dans la phase aqueuse a différents temps
(minutes) ; B) Cinétique du transfert de la théophylline injectée initialement dans la phase aqueuse
(courbe bleue) ou bien dans la phase octanol (courbe orange).

Les volumes des phases choisies sont ajustés en fonction de I’expérience. Les expériences
avec des composés non radioactifs ont été effectuées sur des volumes totaux variant de 20 a
200 mL, tandis que celles avec des composés radioactifs ont des volumes totaux inférieur a
20 mL. Selon la lipophilie des composés impliqués, le rapport des volumes des phases aqueuse
et organique a été augmenté dans le cas des composeés trés lipophiles, ou diminué dans le cas
des composes trés hydrophiles. Cette variation de volume permet ainsi d’extraire plus
facilement les composés ayant une forte affinité pour I’une des phases, en augmentant le volume
de I’autre phase.

Une fois I’équilibre atteint, les phases sont séparées dans une ampoule & décanter, et
pesées afin d’estimer les pertes par transfert ou par évaporation d’octanol. Le pH de la phase
aqueuse est une nouvelle fois mesure. C’est cette valeur de pH qui sert de réference pour la
phase a I’équilibre.

Pour les séquences de partage liquide-liquide, chaque phase aqueuse et octanol extraite
et pesée est remise en équilibre avec la phase pure immiscible correspondante. L opération de
la mise en place du procédé expérimentale est réitérée.
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3.3. Traitements mathématiques des données expérimentales

Les données expérimentales sont traitées sous Excel par le biais de I’algorithme
« Evolutionnaire ». L’objectif de 1’expérimentateur est de déterminer la valeur de chaque
paramétre variable (lipophilie & composition) en ajustant des résultats pour qu’ils
correspondent aux données expérimentales. Les parametres variables ont ainsi des valeurs
maximales et minimales, & savoir 0 et 1 pour la composition, et des intervalles pour les valeurs
de lipophilie. Des contraintes fixes ont également été appliquées, de maniere a ce que la somme
de la composition de chaque rang de partage soit équivalente a 1.

L’objectif du solveur quant a lui est de maximiser ou minimiser une cellule « objectif ».
Cette cellule correspond dans ce cas a la somme des erreurs, calculées par la méthode des
moindres carrés, entre les données expérimentales et les données ajustées.

L’utilisation du solveur Excel est décrite ici, et le reste du traitement mathématique sera
développé dans le Chapitre V. Principe du procédé Paw".

Conclusion

Ce chapitre 11 « Matériel & méthode » présente succinctement les outils utilisés pour la
mise en ceuvre du procédé. Concernant les solvants, le travail s’est focalisé sur I’utilisation du
n-octanol hydraté. Toutefois, I'utilisation d’autres solvants est envisageable. En particulier,
I’utilisation de solvants moins solubles dans 1’eau présente des intéréts, évoqués dans le chapitre
V.

Parmi les différents détecteurs présentés, le choix d’un détecteur pour 1’application du
procédé Paw reste « modulable ». La spectroscopie UV-Vis présente 1’intérét de pouvoir
discriminer aisément des mélanges de molécules de propriétés différentes (structure,
lipophilie). Cette méthode sera donc utilisée dans un premier temps pour démontrer la faisabilité
du procédé. L’utilisation des autres « détecteurs » (COT, Scintillation) permettra de montrer
’adaptation du procédé a différents contextes et types d’échantillons.

Bien qu’elle soit « expérimentale », la mise en ceuvre spécifique du procédé est présentée
dans le chapitre IV. Ce chapitre détaillera les deux parties, expérimentale et théorique,
specifiques au procédé Paw, mettant ainsi en avant son caractere original. Toutefois, avant
d’aborder la mesure des mélanges, le chapitre III se concentre sur les solutés « purs ». Leurs
propriétés de partage liquide-liquide sont décrites dans diverses conditions, ainsi que les
corrélations observées avec leurs propriétés structurelles et physico-chimiques.
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Chapitre 111. Partage des composés ionisables

Introduction

Avant toute considération sur le partage des mélanges de composés organiques, il a été
décidé de faire une revue succincte des divers mécanismes mis en jeu lors du partage de
composeés purs. Les principaux effets décrits ici concernent la structure des composes, i.e. les
fonctions chimiques, ainsi que le pH. Ce travail a conduit a 1’acquisition de différentes données
experimentales. La mesure et I’interprétation de ces données sont regroupées dans ce chapitre
et font ’objet d’une publication spécifique (Disdier et al., 2022).

1. Définition de la lipophilie

La lipophilie est une caractéristique intrinseque des espéces moléculaires. Elle est décrite
par le coefficient de partage P, qui correspond au rapport des concentrations d’un soluté S a
I’équilibre entre une phase organique, notée O, et une phase aqueuse, notée A, comme indiqué
dans I’Equation 12 (cas particulier de I’équation 3, ou les phases ¢1 et ¢2 sont des phases liquides
immiscibles).

P=+——=0,115
[S]4 YA xé

[S1° y0.x?2
A

Equation 12. Définition du coefficient de partage P.

A 1’équilibre chimique, 1’activité du soluté est égale dans les deux phases. Cela permet
de décrire la définition précédente a 1’aide des coefficients d’activité molaire du composé S, de
sa fraction molaire Xs = ns/nwt. Le facteur 0,115 correspond au ratio des molarités de 1’octanol
hydraté (6,36 mol L) et de 1’eau (55,5 mol L) & température ambiante.

Les composés lipophiles ont un coefficient de partage Log P > 1, tandis que les composés
hydrophiles ont un coefficient Log P < -1. Les composés dont la lipophilie se situe entre ces
deux gammes sont appelés par la suite composés amphipolaires (Figure 8).

Hydrophile Amphipolaire Lipophile
: i » Log P

-1 +1

Figure 8. Echelle de lipophilie des composés.
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Le partage liquide-liquide des composeés lipophiles est largement décrit dans la littérature
(Sangster, 1989 ; Leo et al., 1971). L’abondance de données de références sur les molécules
lipophiles a permis le développement d’outils efficaces de modélisation, basés sur des relations
quantitatives entre 1’activité et la structure, modele QSAR (Gu et al., 2017). Cela a simplifié la
mise en place des méthodes de calculs et modeles théoriques de prédiction de la lipophilie (Leo,
1993).

Les composés ionisables, bien que souvent étudiés dans la littérature, font peu 1’objet de
mesure d’hydrophilie. Cette lacune est liée d’une part a la forte hydrophilie des ions et d’autre
part & la complexité des interactions mises en jeu. Ainsi, les ions sont généralement considerés
comme peu solubles dans les phases organiques. Pourtant, les composés organiques ionisables
ainsi que les paires d’ions, ont des hydrophilies modérées, -3 < Log P < 1, et sont donc bien
moins hydrophiles que les électrolytes inorganiques (Log P < -5, Westall et al. (1990)). Bien
que leur coefficient de partage dépende fortement des conditions du milieu (pH, force ionique),
et ne suffise pas a décrire entierement leurs propriétés, ce parameétre conditionnel fournit une
information intéressante sur 1’énergie libre des espéces dissoutes, et donc leur stabilité.

Ainsi, ce chapitre se focalise sur le partage des espéces ioniques et les modéles sous-
jacents. Plusieurs familles de composés ont été choisies (acides, bases, zwitterions), afin de
mieux comprendre I’influence de la structure des solutés. Des données de référence ont été
acquises sur une large gamme de pH, complémentaire aux données disponibles dans la
littérature.

2. Theorie du partage des composes ionisables

Le partage d’un composé neutre lipophile est constant sur la gamme de pH du fait de sa
spéciation constante. Pour un composé ionisable, 1’espéce prédominante varie selon le pH et la
composition des électrolytes. Le coefficient de partage du composeé peut ainsi varier en fonction
du milieu. On considere des lors le coefficient de partage apparent Log Papp, qui correspond au
rapport des concentrations des especes neutres et ionisées dans chacune des phases, comme
indiqué dans I’Equation 13 pour un acide.

_ [AH]? +]A7]°
PP [AHIW + [A7]V

Equation 13. Définition du coefficient de partage apparent, Papp pour un acide de Bronsted.

On peut considérer en premier lieu, un acide de Bronsted [AH], en équilibre entre une
phase aqueuse et une phase organique (Figure 9). L’acide, a une concentration [AH]Y dans la
phase aqueuse, peut se partager dans la phase organique, a une concentration [AH]°. Il peut
également se dissocier dans la phase aqueuse pour donner I’espéce anionique [A]V. L’espéce
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ionisée peut également se partager dans la phase organique selon [A]°, du fait de la constante
de dissociation de 1’acide dans la phase organique, pKa®'?.

pKa®

e -

[AH]Y  — [47]" + [

Figure 9. Représentation du partage d’un acide entre une phase aqueuse et une phase organique.

Plusieurs théories concernant le partage des especes ionisables sont discutées dans la
littérature. Parmi celles-ci, I’hypothése selon laquelle les espéces ionisées ne se partagent pas
dans la phase organique revient de maniére récurrente dans la littérature, i.e. K.° << 1et P~ << 1.
A partir de cette hypothése simpliste, Sangster (1989), propose une formule pour calculer
théoriquement le partage d’une molécule acide ou basique selon le pH et le pKa (Equation 14).

1 1
Facide = T qgpipia Phase = T gpkapr

Equation 14. Formule du coefficient de partage pour les composés ionisables, sans considération du
partage de 1’espece ionisée dans la phase organique.

Dans cette hypothése, 1’espece ionisée est supposée avoir une affinité suffisamment
importante avec la phase aqueuse, pour que son partage dans la phase organique soit négligeable
(Divatia et Biles, 1961). Toutefois, négliger le partage des ions peut entrainer des biais
d’interprétation et dans le développement des modéles mathématiques. Un biais est illustré dans
la Figure 10 avec 1’acide benzoique. Le plateau au pH acide correspond au partage de 1’espéce
neutre, CeHs-COOH, qui est considérée dans les deux cas. A partir de pH = pKa + 2, la
formation d’un deuxiéme plateau correspond au partage de 1’espéce ionisée, CsHs-COO™. Du
fait de 1’¢lectroneutralité des phases, I’espéce benzoate est échangée entre les phases avec une
molécule cationique du milieu (Na*, H*, etc.), sous forme de paires d’ions, liée ou libre. Ce
second plateau a pH élevé est donc influencé par la composition du milieu et sa force ionigue.
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3
— PN
14 Papp=P
o
o
n’ -1 -
> Papp = P
3 Forme neutre + ionisée
-3 1 Forme neutre
pKa
-5 T l' T T ! !

0 2 4 6 8 10 12 14

Figure 10. Effet du partage de paires d’ions sur le partage d’un composé ionisable.
En bleu, le partage de [’espece ionisée dans la phase organique est considéré.
En orange, seul le partage de I’espéce neutre est considéré dans la phase organique.

Westall et al. (1990) ont réalisé une étude sur le partage des especes ionisées dans un
systéme diphasique. Les paires d’ions ont été mesurées a 1’aide d’une chromatographie ionique
qui a permis d’obtenir une moyenne de Log Papp ~ -4,2 pour les électrolytes standard (NaCl,
LiCl, CaCl,), tandis que les ions libres d’une lipophilie moyenne de Log Papp ~ -8,0 sont
mesurés par conductimétrie. Cette étude démontre les 2 modes de partage des especes ionisées,
avec une affinité plus importante des paires d’ions pour la phase organique. Cette étude permet
de montrer que les paires d’ions sont les principales responsables du partage des especes
ionisées. Ainsi, seules ces paires seront considérées dans 1’étude qui suit.

Berthod et al. (1999) proposent des formules permettant de prédire le comportement des
composés ionisables (acide, base, diacide, ampholyte) sur toute la gamme de pH. Ces formules
prennent en considération la formation et le partage des especes ionisées. Ce formalisme
requiert la connaissance des coefficients de partage des espéces neutres, PN, et des espéces
ionisées, P'. Les formules correspondantes sont présentées dans les sections suivantes.

3. Mesure du partage des composes organiques ionisables

Plusieurs familles de composes organiques sont etudiées dans cette section. La variation
du coefficient de partage est mesurée sur une large gamme de valeurs de pH aqueux :
0 <pH <14. L’étude de leur partage selon leur structure permet d’élucider certains facteurs
altérant la distribution des composés entre les deux phases.

De nombreuses études ont mis en évidence que la mesure du coefficient de partage des
ions doit tenir compte de la composition du milieu et de la force ionique (Avdeef, 1992a;
Takacs-Novak, 1999). Du fait de I’électroneutralité de chaque phase liquide, les espéces
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ioniques se partagent sous forme de paires d’ions, plus ou moins liées, et sont ainsi sensibles
aux conditions du milieu. Néanmoins, ces effets ne sont pas considerés ici et des électrolytes
peu complexant ont été choisis pour 1’étude des sels organiques (Na™, ClOys).

3.1. Composes monobasiques et monoacides

Des données expérimentales de coefficients de partage de composés neutres, acides ou
basiques, au sens de Bronsted, sont fournies dans le Tableau 6 et sur la Figure 11. Berthod et al.
(1999) proposent des formules pour déterminer la valeur théorique du coefficient de partage
d’un composé acide (Equation 15) ou basique (Equation 16) a tout pH. Ces équations permettent
ainsi de tracer les courbes théoriques correspondantes (Figure 11).

PN + p~ x 1QrH-pKa
Papp = 1+ 10pH-pKa

Equation 15. Coefficient de partage d’un composé acide en fonction du pH.
PN, P, coefficients de partage des espéces neutre / anionique correspondantes.

PN + pt x 1(QpKa-pH
Papp = 1+ 10QrKa-pH

Equation 16. Coefficient de partage d’un composé basique en fonction du pH.
PN, P*, coefficients de partage des espéces neutre / cationique correspondantes.

Tableau 6. Données expérimentales mesurées pour les composés monoacides et monobasiques.
Références : [1] Clarke et Cahoon (1987), [2] Adveef (1992a).

Composé Structure pH Log PTHEOR. Log PEX
Acide benzoique Q)L < 4,16 Log PN=1,87 Log PN=1,95+ 0,05
0 - Log P =-1,95 £ 0,21
Benzoate 8 >4,16  Log Pph=74 = 0,23M Log Ppr=r4 =-1,17
Log PpH=74 = 1,20'2] 0,21

H
N

Benzimidazole C[} >5,53 Log PN=1,34 Log PN=1,35+0,08

N
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H

Benzimidozium @:@} <5,53 - Log P*=-0,94 £ 0,19
H
N N —
Imidazole [ > > 7,05 Log PN =-0,08 Log PN =-0,10 +0,18
7
§
Imidazolium E@> <7,05 - Log P* = -2,74 + 0,22
N
Naphtaléne - Log PN =3,35 Log PN =3,08+0,14

Le coefficient de partage des composés neutres et lipophiles est constant sur toute la
gamme de pH, comme illustré sur la Figure 11 avec le naphtaléne. Les composés ionisables
quant a eux se partagent différemment selon I’espéce prédominante. Par exemple, I’acide
benzoique est sous forme neutre aux pH acides. Son coefficient de partage est illustré par un
premier plateau, avec une valeur PN représentative de cette espéce neutre. Lorsque le pH
augmente, 1’ion benzoate se forme jusqu’a devenir I’espéce prédominante. Cette espéce ayant
une plus forte affinité pour la phase aqueuse, la lipophilie générale du composé diminue. A
partir d’un certain pH (~ pKa + A[PN-P']), le coefficient de partage tend vers un second plateau,
avec une valeur P~ représentative de 1’espéce majoritaire anionique.

5
Ve Valeur théorique
3 e = pie
. f(structure/taille
N & T A 4 ( :
| J 5 1+ A
~F I o
- Q‘% X @ o };;PP ;{ )
A . pKa
CIo) | wa | M (pH, p
i . ' + + Pl =
[/> 30+ f(charge, F.I, sels)
+ Acide benzoique A Benzimidazole < Imidazole < Naphtaléne
-5 7// 1 I 1 1 1 1 //
0 2 4 6 8 10 12 14
pH

Figure 11. Résultats expérimentaux de 1’évolution du coefficient de partage pour les composés

neutres, acides et basiques,

sur toute la gamme de pH. Signes : mesures expérimentales.
Lignes continues : valeurs théoriques calculées a partir de I’Equation 15 et de I’Equation 16. F.I. =
0,2 mol L'* (Tampon + NaClO4), T =21+ 1°C.
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Un cas analogue est celui des composés basiques (Bronsted), qui forment des espéces
cationiques a pH faible (acide). Au-dela de pH = 8, la forme neutre du benzimidazole et de
I’imidazole sont majoritaires et la formation d’un second plateau permet de déterminer leur
coefficient de partage PN. Une lipophilie plus faible est observée en milieu acide. La valeur du
plateau correspond alors au coefficient de partage P de ’espéce ionisée. Par ailleurs, la
différence de structure entre les deux composés souligne I’influence de la taille des composés
sur leur partage liquide-liquide. Le benzimidazole présente un cycle benzénique
supplémentaire, par rapport a I’imidazole. Cette structure induit une affinité plus forte avec la
phase organique, du fait des liaisons supplémentaires hydrophobes et de Van der Walls.

L’étude des composés portant un seul degré d’ionisation permet de mettre en évidence
I’influence de la prédominance des especes et des conditions du milieu. Des composés acides
avec un deuxiéme degré d’ionisation sont présentés dans la section suivante.

3.2.  Composes polycarboxylés

Berthod et al. (1999) utilisent I’Equation 17 pour déterminer théoriquement le partage des
especes di-carboxylées en fonction du pH.

PN 4 p— &« 10(PH-pPKal) 4 p2- , 1((2pH-pKal-pKa2)

Papp = 1+ 10(pH-pKa1) + 10(2pH-pKal-pKa2)

Equation 17. Formule du coefficient de partage théorique des composés dicarboxylés.
PN, P-, P%, coefficients de partage des espéces neutre / anionique / di-anionique correspondantes.

Tableau 7. Données expérimentales mesurées sur les composés polycarboxylés. Références : [1] Clarke
et Cahoon (1987), [2] Adveef (1992b), [3] Adveef (1992a), [4] Sangster (1989), [5] Leo et al. (1971),

Composé Structure pH Log PTHEOR. Log PEXP:
Acide acétique )J\ < 4,75 Log PN=-0,17 1 Log PN=-0,26 + 0,10
Acétate )L . > 4,75 - Log P =-1,39 + 0,10

Acide benzoique Q)L < 4,16 Log PN =1,87 Log PN=1,95+0,05
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Benzoate

Log P =-1,95+0,21

$ > 4,16
° ’ Log Ppr=7,4 = 0,231
Q)L 9 Pprere Log Porers =-1,17 +
Log Ppr=7.4 = 1,207 ’
Acide <345 Log PN = 1,665 Log PN =1,69 +0,10
isophtalique : 9 : 9 Y=
Isophtalate @\ 345<x<445 LogP =-122+0,18% LogP =0,93+0,30
Isophtalate @ > 4,45 - Log P>=-1,96 + 0,10
AClde Ol’thO- COOH N — [5] N —
phtalique ij/ <2,97 Log P™ =0,72 LogP"=0,52+0,14
Orthophtalate @/w"o 2,97 <x<5,28 - Log P"=-2,24+0,30
CODe
Orthophtalate ©/°°° > 5,28 - Log P =-2,83 + 0,46
Acide oxalique Ho/\k’(f’“ <1,25 Log PN =-0,700! Log PN =-0,59 + 0,26
Oxalate SJH‘/OH 1,25<x<4,23 - Log P =-2,77 £ 0,30
(o]
Oxalate o > 4,23 - Log P*=-2,76 +0,10

O$
o}
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COOH

Acide salicylique

<3,08

Log PN =2,218

Log PN =2,21+0,05

e
[ele]e

OH

Salicylate

3,08 <x<13,62

Log P =-1,38+0,10

Salicylate

> 13,62

Log P =-3,00 + 0,30

Les composes di-carboxylés présentent une espéce neutre et deux especes ionisees. Le
coefficient de partage de chacune des trois espéces est alors a considérer. La Figure 12 illustre
le partage de divers composés di-carboxylés sur toute la gamme de pH. La comparaison entre
les espéces mono et diacides est faite par comparaison avec I’acide acétique et I’acide

benzoique.
3
O Acide oxalique
) éz % Acide orthophtalique
I + Acide benzoique
1 & O Acide isophtalique
X < Acide salicylique
E 0 ¥ X Acide acétique
K )
(=9
-1 T
Y
= 2t - H
s
=
3t
X
-4 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
pH

14

0
oH
HO'
o
oo
{ coon
o
[::::j//ﬂ‘\on

COOH

f: “COOH

COOH
?: OH
,/IL\

OH

Figure 12. Evolution du coefficient de partage pour des composés carboxylés. F.I. = 0,2 mol L™
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Ces composés peuvent former des liaisons hydrogenes avec le milieu aqueux, leur
conférant une affinité plus forte pour la phase aqueuse, et ainsi un caractere hydrophile aux pH
basiques. A I’inverse, les composés capables de former des liaisons intramoléculaires ont
tendance a avoir une lipophilie plus élevée (Testa et al., 1996).

L’acide acétique (HAC) et 1’acide oxalique (H20x) sont les formes les plus simples (i.e.
molécule aliphatique a courte chaine) d’un acide et d’un diacide carboxylique. La lipophilie de
ces composés sous forme neutre est proche : Log PN(H.Ox)= -0,59 * 0,26, Log PN(HAC)
=-0,26 £ 0,10. L’acide oxalique s’ionise en premier a pKa = 1,27, induisant une diminution
rapide de la lipophilie (Papp) avec le pH. Concernant les composés ionisés, 1’acide acétique a
une hydrophilie moindre, i.e. P~ plus proche de 0, du fait de la présence d’un groupement
méthyle. L’ajout d’un second groupement carboxylique augmente I’hydrophilie des espéces
anioniques, comme cela est illustré pour les composés aliphatiques, P?(0x?) < P(Ac), ou
aromatiques P (o-phtal.?) < P (Ph-COQ"). Mais ce résultat est également vrai pour les espéces
non ionisées : PN(H,0x) < PN(HAC), PN(Hz-0-phtal.) << PN(Ph-COOH).

L’acide ortho-phtalique et I’acide isophtalique sont des isomeéres de position. L’acide
ortho-phtalique est environ 10 fois plus hydrophile que son isomére, i.e. Log PN(o-Phtal.) ~
[Log PN(i-Phtal.) — 1]. Ce résultat est étonnant puisque deux acides carboxyliques voisins
permettent des interactions intramoléculaires, augmentant généralement la lipophilie. Cet effet,
appelé « ortho-positif », est décrit pour de nombreux couples d’isoméres. Cependant, certains
composés, comme 1’acide ortho-phtalique, présentent 1’effet inverse, appelé « ortho-négatif »
(Tsantili-Kakoulidou et al., 1987). Une étude a mis en évidence 1’influence de la taille du cycle
formé par liaisons hydrogénes intramoléculaires. En effet, Kuhn et al. (2010) ont démontré que
la formation d’un cycle a 7 atomes entre une amine et un acide carboxylique est défavorable
d’un point de vue stérique. L’acide salicylique quant a lui présente un effet ortho-positif,
favorisé par la formation d’un cycle a 6. La lipophilie de I’isomere « ortho » est ainsi supérieure
a celle de son isomeére « iso », présentée sur la Figure 13.

Les structures de 1’acide benzoique et de I’acide isophtalique sont également intéressantes
a comparer. L’acide isophtalique présente un groupement carboxylé supplémentaire a 1’acide
benzoique. Bien qu’aux pH acides, 1’acide isophtalique soit plus hydrophile, les deux composés
sous forme ionisée présentent un coefficient de partage proche : Log P'(PhCOQO") =-1,95+0,21
versus Log P%(=i-Ph(CO0),) -1,96 + 0,10 pour I’acide isophtalique. Dans ce cas, I’ajout d’un
second groupement carboxylate ne modifie pas significativement son hydrophilie. 1l serait
toutefois intéressant d’étudier 1’acide téréphtalique (isomere para) afin de confirmer ces
données.

L’étude de ces composés conforte certaines hypothéses concernant les effets de structures
dits « ortho-négatif ». Il apparait que la lipophilie de ces composés est difficile a prédire, au
regard de I’influence considérable de la structure moléculaire sur le coefficient de partage. Il
semble plus prudent d’acquérir les données expérimentales directement sur les especes ionisées
d’intérét, par exemple pour interpréter leurs comportements dans 1I’environnement.
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Figure 13. Représentation des effets des liaisons hydrogenes intramoléculaires dans le partage des
especes de phtalate entre deux phases.

3.3.  Composes ampholytes

Les composés ampholytes sont des molécules qui présentent a la fois un groupement acide
et basique. Un exemple classique est celui des acides aminés, possédant une fonction acide
carboxylique et un groupement amine. Certains composés « ampholytes » sont neutres aux
valeurs de pH entre leur deux pKa, alors que d’autres composés, dits « zwitterions », sont
ionisés sur toute la gamme de pH, et doublement entre les pKa.

Berthod et al. (1999) proposent une formule commune pour ces composés, présentée dans
I’Equation 18. Les paramétres ajustés par cette équation, a partir des données expérimentales,
sont recenses dans le Tableau 8.

PN/Z + pt x 10(PKal=PH) 4 p= x 1((PH-PKa2)

Papp = 1+ 10(pKal-pH) + 10(pH-pKa2)

Equation 18. Formule du coefficient de partage pour les composés ampholytes.
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Tableau 8. Données expérimentales mesurées pour les composés ampholytes neutres et zwitterions.
Références : [1] Pliska et al. (1981), [2] Sangster (1989).

Composé Structure pH Log PTHEOR. Log PEXP
L-Arginine HZN)LH/\/WJ\OH <2,18 - Log P?* =-2,42 £ 0,15
&NH,
L-Arginine HZN)I\H ¢ 218<x<9,09 LogPap=-2,841 LogP? =-2,24+0,30
@NH, o
L-Arginine HQNJJ\N/\ﬁ/lLOe 9,09<x<13,2 LogP?= -4,231 Log P?=-1,86 + 0,20
NH o]

L-Arginine HENJ\H/V\[)LO@ > 13,2 - Log P =-2,20+ 0,30
L-Histidine </“ I & > 9,09 Log Papp = -2,5221  Log P =-2,13 £ 0,20
Théophyllin ™ X < 0,54 Log P* = -2,62 £ 0,30
éophylline )\|/> : - ogP"=-2,62 0,

|
~ N
Théophylline )\ | /> 054<x<88 LogPN=-0,021 LogPN=0,01+0,03
|
Théophylline - Log P =-2,47+£0,10

~y N
)\)i/> 788
T

L-Tryptophan

(o]

, OH

HN NHs

<2,38

Log P*=-0,68 + 0,10
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L-Tryptophan ] oA 238<x<94 LogPN=-1,75  LogPN=0,03+0,30

L-Tryptophan s 238<x<94 logPN=-1,0614  LogP?=-1,58+0,30

HN hiHa

L-Tryptophan ] o >9,4 - Log P =-1,07 £ 0,10

NH,

La théophylline est un exemple d’ampholyte « neutre » (par opposition a zwitterion). Le
motif imidazole de la structure se déprotone aux pH basiques. La valeur du pKa: de la forme
anionique fait 1’objet d’une controverse. Sunil Paul et al. (2014) rapportent une valeur pKa =
3,34, tandis que Turner et Osol (1949) rapportent une valeur pKa1 < 1. Une troisieme étude
suggere que la théophylline présenterait une deuxiéeme forme basique, avec des pKa de 0,5 et
2,5 (Cohen, 1975). Par conséquent, le comportement acido-basique de la molécule a été étudié
en préambule des études de partage. La force ionique est fixée a ’aide d’un tampon salin de
NaClO4 a 0,1 mol L, I’acidité avec un tampon de HCIOs, et la basicité par un tampon de
NaOH. La Figure 14 présente les spectres UV-visible mesurés a différents pH avec une
concentration [Théophylline] = 9,51.10° mol L.
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< 04 ——pH=5,7 050
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0 : PH=7,2 0,30 +—r—r+—r——
210 260 310 —pH=12 0 2 4 6 8 10 12 14
Longueur d'onde (nm) ——pH=13 pH

Figure 14. A) Spectres d’absorbance de la théophylline a différents pH ; B) Evolution de 1’absorbance
par rapport au pH, a A =280 nm. F.I. = 0,1 mol Lt (NaCIlO,).

Ces données indiquent une acidité et permettent d’ajuster une valeur de pKa de la forme
anionique pKai(Théophylline) ~ 0,54. L’évolution du coefficient de partage de la théophylline
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sur toute la gamme de pH est présentée sur la Figure 15. L’espéce neutre predomine entre les
deux valeurs de pKa, traduit par une lipophilie plus élevée, et un plateau a Log
PN =-0,01+0,03. La mesure des coefficients de partage des espéces neutre et anionique a

laide de I’Equation 18 permet de déterminer la lipophilie de D’espéce cationique :
Log P"=-2,62+0,30.

1 1
Theof. valeur ¢
~
/ | - 0,8
0 _1 ) + ........ )\ ..... >
= 1 | L 0,6 2
Al -1 Log PN = 0,01 % 0,03 }3
&0 L3)
= . 042
" + n
_2 \N Ny
A ) *. - 0.2
T " [LegPr=22624030 -
_3 ] 1 ] - | | — L 0

0 2 4 6 8 10 12 14
pH
+ Théophylline - Ajustement [Th-H]+ [Th] [Th]-

Figure 15. Evolution du coefficient de partage de la théophylline en fonction du pH.
Les courbes pleines représentent les données de spéciation (ordonnée a droite).
F.l.=0,2 mol L* (Tampon + NaClOy), T =21+ 1°C.

Concernant les zwitterions, I’Equation 18 ne permet pas de prédire la lipophilie apparente
du composé. En effet, lorsque la molécule est sous la forme di-chargée (RCOO NH3*), une
tautomérisation entre les deux groupements amine et acide carboxylique peut entrainer la
neutralité des deux fonctions. L’équation a donc été¢ modifiée afin de considérer les coefficients
de partage PZ de I’espéce zwitterion ionisée, mais également le coefficient de partage PN de son
tautomere neutre. Ce calcul conduit a I’Equation 19 :

PN + PZ X K, + P* x 10(PKal-PH) 4 p= x 1((PH-PKa2)
Papp = 1+ Kz + 10(Kal-pH) 4 1((pH-pKa2)

Equation 19. Formule du coefficient de partage pour les ampholytes zwitterions. P*, P, PZ, PN,
coefficients de partage des formes chargées +, -, du zwitterion et de son tautomére neutre.
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Le partage liquide-liquide de ces especes demeure controversé dans la littérature. La
forme zwitterion neutre est parfois négligée car minoritaire (Colaizzi et Klink, 1969). D’autres
¢tudes considérent méme que 1’espéce zwitterion ionisée est suffisamment hydrophile pour que
son partage soit négligeable (Purich et al., 1973). Le cas du tryptophane, un acide aminé naturel,
analogue a ces systemes est étudié ici. Le coefficient de partage du composé a différents pH est
reporté sur la Figure 16. La spéciation des espéces est déterminée grace aux microconstantes
d’équilibre acido-basiques fournies par Farhangi et al. (2017). La constante Kz de
tautomérisation est définie comme le rapport des activités des deux formes, neutre et ionisée,
du zwitterions : Kz = a(Trp-HN)/a(Trp-H™). Les valeurs expérimentales de coefficient de
partage permettent ainsi d’ajuster les coefficients de partage de chacune des espéces.

0,20 - 100%

o
o]
Log P, . = -0,65 £ 0,10 ° ;
g Lapp %‘\ QIYLO L 80%
o] HN NH;

-0,20
3 / 1108 Fupp = 1,58+ 0,30 Log P,,, =-1,07 £ 0,10 =
& | X - 60% o
=3 o NHs =
= L AUUUUUUSOUUTUTUUUI - AUNRRRR W =
al-0.60 | g A )
o > 2
S L 40% B
— wn
~1,00
........... * veee .)K 20%
\/aleur théorique
-1,40 0%
0 2 4 6 8 10 12 14
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X Tryptophan - Adjusted model [Trp-H2]+ ——[Trp-H]+- ——[Trp-H] [Trpl-

Figure 16. Evolution du coefficient de partage des différentes especes du tryptophane, accompagnée
de sa spéciation. F.I. = 0,2 mol L (Tampon + NaClQOg), T = 21 + 1°C.

Bien que faiblement présent (20%) aux pH neutre, le partage de la forme neutre du
zwitterion influence la lipophilie globale du tryptophane. A pH = 7, le coefficient de partage
apparent du composé vaut Log Papp(Trp-H) = -0,56. Cette valeur rend compte de la contribution
simultanée des deux formes du zwitterion, neutre et ionisée. Celles-ci présentent respectivement
des lipophilies Log PN(Trp-HN) = 0,03 + 0,3 et Log P? (Trp-H*)=-1,58 + 0,3. Le tautomére
neutre a ainsi une affinité 30 fois supérieure a sa forme ionisée pour la phase organique. La
contribution de ce tautomeére doit donc étre prise en compte malgré son caractére minoritaire,
sans quoi la valeur Log P#(Trp-H")= -1,58 + 0,3, sous-estime d’un ordre de grandeur la
lipophilie apparente du composé Log Papp(Trp-H) = - 0,56.

Un second cas étudié est celui de I’histidine. Cette molécule possede trois valeurs de pKa,
conduisant & considérer 6 especes, presentées sur la Figure 17. Aucune information n’a été
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trouvée dans la littérature concernant la spéciation du zwitterion, empéchant d’estimer le
coefficient de partage des espéces. Seule la lipophilie des espéces cationiques et anionigues,
majoritaires aux valeurs extrémes de pH, a pu étre estimee. La léegére augmentation de lipophilie
a pH = 9 semble contre-intuitive vis-a-vis de la formation du zwitterion doublement charge.
Cette augmentation pourrait s’expliquer par la contribution du tautomere neutre, comme dans
le cas du tryptophane. Toutefois, les variations de Log Papp restent faibles, et 1’estimation des
coefficients des espéces nécessiterait la connaissance des microconstantes correspondantes.

1 pKal1=1,7 pKa2=5,9 pKa3=9,1
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Figure 17. Evolution du coefficient de partage du L-histidine en fonction du pH. F.I. = 0,2 mol L*
(Tampon + NaCIlO,), T=21 + 1°C.

L’arginine est le dernier zwitterion étudié. Tout comme [’histidine, il possede trois
groupes ionisables, dont le dernier correspond a celui de la chaine latérale (pKa = 13,2), a
I’inverse de I’amine dans le cas de I’histidine. La formule du coefficient de partage apparent a
été adaptée pour ce type de composé (Equation 20).

pZt 4 p2+ % 10(pKal-pH) + PZx 1O(pH—pKaZ) + P X 10(2pH—pKaZ—pKaB)

Papp = 1+10(pKa1—pH) + 10(pH-pKa2) + 10(@pH-pKa2—-pKa3)

Equation 20. Formule du coefficient de partage pour les zwitterions avec ionisation de la chaine
latérale. P, P-, P%, P#*, coefficients de partage des formes 2+, -, du zwitterion chargé et du zwitterion
chargé avec chaine latérale chargée.
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L’échange de protons étant possible entre 1’acide carboxylique, la guanidine, et le
groupement amine, huit especes sont a considérer pour le compose. Orgovan et Noszal (2011)
ont étudié les micro-constantes d’équilibres de ces especes, mettant en évidence 1’existence de
quatre especes, dont la spéciation est représentée sur la Figure 18.
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Figure 18. Evolution du coefficient de partage, et spéciation du L-Arginine sur toute la gamme de pH.
F.l.=0,2 mol L* (Tampon + NaClOy), T =21+ 1°C.

L’¢électroneutralité de I’espéce zwitterion lui confére une lipophilie plus importante (Log
PZ(RNH3-COO") = -1,86 + 0,20) par rapport aux autres espéces. Les interactions entre les
groupement guanidine et acide carboxylique stabilisent la molécule, et donc son transfert dans
la phase octanol. L’espece dicationique quant a elle n’a pas de charge négative pour la stabiliser,
entrainant une affinité pour la phase aqueuse plus importante, avec Log P?* = -2,42 + 0,15.

Differentes interactions doivent étre prises en compte pour le partage de ces espéces, en
particulier les effets de la tautomérisation de I'espéce zwitterion, qui peuvent se produire avec
le groupement amine ou avec la chaine latérale. La complexité de ces structures moléculaires
complique I'utilisation de modele de prédiction de lipophilie. Néanmoins, la collecte de valeurs
expérimentales a différents pH faciliterait I'évaluation de la lipophilie de ces composés. Ces
données permettraient également d'étudier les mécanismes de sorption des composés dans les
sols, évoqués dans la prochaine section.
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4. Implications environnementales

Le comportement des molécules dans les milieux biologiques et géologiques est
fortement lié a leur lipophilie.. Cette section décrit une application des mesures du coefficient
de partage liquide-liquide des composés ionisables présentés precédemment.

Dans le domaine de I’environnement, la lipophilie renseigne sur le comportement des
molécules dans les sols, et leur bioaccumulation dans la faune aquatique (Rasamimanana et al.,
2017 ; Zhang et al., 2021). De nombreuses études démontrent le lien entre la lipophilie des
composés et leur absorption dans la matiére organique naturelle (Figure 19). La modélisation
des données met en évidence une corrélation entre lipophilie apparente des composés et
coefficient d’absorption par la MON.
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Figure 19. Corrélation entre le coefficient d’absorption Koc des composeés lipophiles et leur
coefficient de partage « apparent », Log P. (Karickhoff, 1981 ; Borisover et Graber, 1997).

Concernant les composeés hydrophiles, des études récentes montrent que 1’adsorption de
certains composés ionisés sur des sédiments (argilite du Callovo-Oxfordien) est également
corrélée a leur lipophilie (Rasamimananacet al., 2017 ; Dagnelie et al., 2018). L’étude des acides
carboxyliques montre que 1’adsorption de ces especes augmente avec leur polarité et donc leur
hydrophilie. Toutefois, le coefficient de partage utilisé pour ces compos€s n’est pas toujours
disponible. Il est en particulier nécessaire de tenir compte du partage des especes ionisées vers
la phase organique.

Dans un contexte similaire, les argiles Tégulines sont des roches sédimentaires étudiées
pour le stockage de déchets radioactifs de faible activité a vie longue (FA-VL). La composition
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est estimée a environ 50% d’argile, 40% de quartz, moins de 5% de calcite, et 0,6% de maticre
organique naturelle. La sorption de composes ionisables sur ces roches a été mesurée (Guo et
al., 2021). Les coefficients Kcc d’adsorption de composés polaires semblent corrélés avec les
valeurs d’hydrophilie de ces adsorbats. Une premiére approche pour la corrélation des donnees
est effectuée a partir du coefficient de partage Log P calculé a partir de I’Equation 14, ne
considérant pas le partage des especes ionisées. Le coefficient d’adsorption Kcc des especes
anioniques est alors sous-évalué a pH élevé, tandis que celui des cations est erroné aux pH
acides. La corrélation est alors réévaluée a partir des mesures expérimentales du coefficient de
partage apparent, reportées dans le Tableau 9.

Tableau 9. Propriétés des composés polaires étudiées dans Guo et al. (2021).

Batch Log P calculé Log Papp mesuré Log Kcc modélisé
Acide adipique -1,13 -2,67 -0,23
Acide phtalique -6,65 -3,57 -0,50
Acide oxalique -2,67 -3,96 1,07
Acide oxalique -2,67 -3,96 0,94
Acide oxalique -2,67 -3,96 1,25

La Figure 20 met ainsi en évidence le biais induit par la méconnaissance du partage des
especes ionisées. De maniere générale, la mesure expérimentale des coefficients de partage
apparent est primordiale lorsqu’il s’agit de corréler le coefficient de partage d’un composé a
d’autres parameétres physicochimiques.

Dans I’étude présentée, plus les composés sont hydrophiles, plus leur rétention est élevée
a la surface des minéraux argileux. Les données d’hydrophilie des ions indiquent une
corrélation avec une pente de -1, confortant I’atteinte d’un équilibre chimique lors des
expériences de rétention. Le coefficient de partage des espéces ionisées peut donc s’avérer utile
pour I’interprétation des données d’adsorption dans les sols, quand bien méme ce parameétre
serait insuffisant pour prédire la rétention dans des milieux de compositions variées. Par
ailleurs, les interactions de type Van der Walls et hydrogenes sont effectivement considérées
via I’utilisation du partage eau/octanol, mais de nombreuses autres interactions polaires ne sont
pas évaluables par I’utilisation de ce solvant (Sigmund et al., 2022). L’utilisation de 1’octanol
est donc insuffisante pour reproduire toutes les interactions mises en jeu. Enfin, I’estimation
d’un paramétre d’affinité, Kcc / Koxc, nécessite de prendre en compte les différents parametres
influencant la sorption du composé : contre ions, T, pH, F.1., etc.
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Figure 20. Comparaison des interprétations sur 1’adsorption (en ordonnée) des composés organiques
sur un sédiment argileux, quantifiée a partir d’expériences de diffusion (Guo et al., 2022). Valeurs de
lipophilie théoriques (orange) et données expérimentales (bleu) pour I’acide adipique, I’acide oxalique,
et ’acide ortho-phtalique.

Conclusion

L’étude du coefficient de partage des especes ionisées est assez peu documentée dans la
littérature. Comparativement, de nombreux travaux étudient les corrélations entre parameétres
physico-chimiques et lipophilie de composés neutres. Pour les molécules ionisables, les valeurs
de coefficient de partage apparent, D = Papp, dans des conditions physico-chimiques spécifiques,
sont généralement absentes de la littérature. L utilisation de valeurs extrapolées a partir des
espéce neutres, Papp = f(PNow), est bien souvent erronée, faute de prise en compte des espéces
ionisées, Papp = f(PNow, P'ow). Ce manque d’informations a motivé I’acquisition des données
discutées dans ce chapitre.

Ce chapitre synthétise les mesures de lipophilie de composés organiques ionisables. Ces
données sont essentielles a la bonne compréhension des facteurs influencant le transfert de ces
composés entre phases ou entre compartiments environnementaux. Elles sont mises a profit ici
pour I’interprétation de données antérieures (Guo et al., 2021) de transport dans des roches
sédimentaires. Les données de lipophilie apparente ont permis de confirmer la corrélation entre
I’hydrophilie des ions et leur retard diffusif. Cette approche classique pour les composés neutres
reste originale pour les ions. Faisant suite aux données acquises ici sur les composés purs, le
chapitre suivant décrit 1’étude des mélanges de solutés et de leur lipophilie. Les possibles
synergies/compétitions entre solutés sont évaluées ainsi que la mise en ceuvre du procédé Paw
afin de discriminer ces solutés.
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Chapitre IV. Principe du procédé PAW

Introduction

Le procédé Paw « Partition of Aqueous Waste » est une méthode innovante basée sur des
séries de partage liquide-liquide, permettant d’étudier la lipophilie des solutés présents en
mélange. Ce chapitre décrit le principe du procédé, son développement expérimental et
théorique, ainsi que les premiéres preuves de faisabilité.

1. Généralisation des séquences de partage

Le développement expérimental du procédé est décrit dans cette partie.

1.1.  Profil lipophilique d’un mélange

La méthode de caractérisation proposée vise a déterminer la lipophilie de solutés inconnus
en solution sans en rechercher I’identification. En combinant une série de partages liquide-
liquide, et une interprétation mathématique des résultats, le procédé Paw estime le profil
lipophilique d’un mélange. Le profil lipophilique correspond a la distribution en lipophilie des
solutés, ou a minima, le regroupement des solutés selon différentes familles. Dans 1I’exemple
donné Figure 21, trois familles de composés sont choisies sur des intervalles de lipophilie
distincts (Tableau 10)

100% . Intervalle Log -
’ Hydrophile : Amphipolaire : Lipophile Famllle Papp CompOSItlon
c 80% ! :
o ! ! .
= 60% | ! Hydrophile | -3 <Log Papp <-1 60%
w0 I
S 40% !
S ' Amphipolaire | -1 <Log Papp <1 10%
S 20% | phip 9 Fapp
(@)
0% Lipophil 1<Log Pap<3 30%
3 -2 -1 0 1 2 3 Pophtie 09 Fapp °
LogP,,,
Figure 21. Exemple de profil lipophilique d’un Tableau 10. Description du profil lipophilique
mélange. La composition représentant par exemple la en terme d’intervalle de lipophilie et de
teneur totale en carbone organique. composition.
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La méthode peut s’adapter selon les besoins analytiques. L’expérimentateur peut ainsi
modifier le choix du nombre de famille (résolution du profil) ou les intervalles de lipophilie
étudiés. Si la recherche est effectuée pour des composés majoritairement hydrophiles, il est
possible d’étudier le mélange sur des intervalles de lipophilie plus bas.

1.2. Principe du procédé P,y

Séquences de partages liquide-liquide

Le procédé comporte une série d’équilibres de partage liquide-liquide. Lors d’un partage,
une phase est mise en agitation, avec un volume de solvant non miscible Va aqueux ou Vo
octanol. Pour chaque partage, ’agitation est maintenue jusqu’a I’atteinte d’un équilibre
chimique des solutés entre les deux phases immiscibles, puis ces phases sont séparées. Chaque
phase ¢ extraite est alors remise en équilibre avec le solvant immiscible pour le partage suivant.
L’ensemble des étapes forme une séquence comme présentée sur la Figure 22.

i=0 (P
(]
i=1 Vo | Va
P11 > P
| | S N
i=2 P21 |« > P

. Pz Pas
i=3 P31 | ly P2 P33 lely P P35 i) Pso P37 J_) Pss

Figure 22. Représentation d’une séquence de partage liquide-liquide du procedé Paw.
i : rang de partage, j : numéro de la phase.
Les phases aqueuses sont représentées en bleu et organiques en jaune.

La phase initiale peut étre aqueuse ou organique. Les phases ij, sont distinguees selon
un rang de partage i et un numéro de phase j, pair pour les phases organiques, et impair pour
les phases aqueuses. Il faut un minimum de deux rangs de partage pour pouvoir établir un profil
lipophilique. On peut parler de « branche aqueuse » concernant les phases aqueuses extraites
successivement (11, @21, @31...) et de « branche organique » concernant les phases organiques

(@12, P24, Pss...).
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Intérét du procedé

L’intérét d’une séquence de partage, vis-a-vis d’une étape unique est illustré ici.
Comparons deux mélanges de composition différentes. Un premier mélange est constitué de
deux molécules ayant un coefficient de partage Log Papp = 0. Dans un équilibre eau/oct., ces
deux molécules se repartissent a 50% dans chacune des phases (Figure 23). Au rang de partage
i = 1 le coefficient de partage apparent (du mélange), Log Papp = 0, est équivalent a celui des
composés. Au rang de partage i = 2, la répartition des composés se fait toujours par moitié dans
chaque phase, et les coefficients de partage sont identiques aux mesures des rangs précédents.

o |( 50% composé A Log P,,, =0 :
l\ 50% composé B Log P,,, =0 |
________________ ~
25% R 25%
25% | Pu > P | ooy
12,5% () P ) 12,5% 12,5% ¢ ¢ 3 12,5%
21 > 22 23
12,5% h ~ 12,5% 12,5% Pos | 1559

\ J \ )

[

app = 0 Log P

Log P 0

app —

Figure 23. lllustration d’une séquence de partages réalisée sur un mélange de composés ayant un
coefficient de partage Log Papp = 0.

Un second exemple est illustré sur la Figure 24. Ce nouveau mélange comprend deux
composés ayant des lipophilies différentes. Un premier composé hydrophile A, a une lipophilie
Log Papp (A) = -1, tandis que le deuxiéme composé B est lipophile avec une valeur Log Papp (B)
=+1. Au premier rang de partage, i = 1, 90% du composé lipophilie passe dans la phase octanol,
alors que 90% du composé hydrophile passe dans la phase aqueuse. Les 2 phases extraites ont
chacune 50% de la quantité totale du mélange initial. Le coefficient de partage mesuré, Log
Papp = 0, correspond a la valeur moyenne (pondérée par leur teneur) des composés du mélange.
Cette premiére étape ne permet donc pas de discriminer les mélanges des deux cas de figure
précédents (Figure 23 & Figure 24). Toutefois, un second rang de partage permet de discriminer
les composés de lipophilies distinctes et d’en approximer les valeurs des coefficients de partage.
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________________ <
P, I( 50% composé A Log P,,, ~ -1 :
I\ 50% composé B Log P, ~1 |
45% R 5%
59 | P11 > P | oy
40% () 5% 4,5% ‘ 0,5%
21 |« > P P2 e > ’
0,5% N - 4,5% 5% Pos | 409

\ ) \ I
[ Y

-1 Log P

Log P 1

app — app ~

Figure 24. Illustration d’une séquence de partages réalisée sur un mélange de deux composés, un
hydrophile (Log Papp (A) ~ -1), et un lipophile (Log Pagp (B) ~ +1).

La répartition des composés selon les phases et les rangs de partage permet donc d’estimer
la composition du mélange. Le procédé Paw généralise ce principe a n’importe quelle séquence
de partages de rang n = iMX > 1, Les mesures expérimentales déterminent la concentration
totale d’un type de soluté dans chacune des phases. L’interprétation des données nécessite le
développement d’un mode¢le d’interprétation mathématique, détaillé dans la section suivante.

2. Modéle d’interprétation

Le mod¢le d’interprétation présenté dans cette partie, vise a estimer la composition du
mélange initial et inconnu, a partir des données expérimentales mesurées sur I’ensemble d’une
séquence, gquels que soient le nombre de rang et les conditions opératoires appliquées.

2.1. Signature du melange

L’analyse des phases extraites permet de déterminer une « quantité » totale en composés,
ou plus généralement leur contribution a un signal total. On verra plus tard que le procédé peut
étre étendu a d’autres analyses, comme une teneur en *C, en carbone total, etc. La quantité
d’un soluté varie dans les phases du dernier rang iM** en fonction de sa lipophilie. Sur la Figure
25 est representée la répartition de trois composés distincts sur les 8 phases d’un troisiéme rang
de partage (i=3, j=1->8). Les « signatures » distinctes de composés hydrophiles, amphipolaires
ou lipophile sont illustrées. L’analyse d’un mélange de ces 3 composés conduit a un signal total,
qui correspond a une combinaison linéaire des 3 signatures précédentes. C’est ce signal total,
ici représenté en jaune, qui est mesuré dans le cas d’un mélange inconnu a priori. Selon la
composition du mélange, ce signal total varie, et on parle alors de signature du melange.

75



Chapitre IV. Principe du procédé PAW
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Figure 25. Exemple de la répartition de 3 composés distincts (hydrophile, amphipolaire et lipophile)
dans les 8 phases d’une séquence de partage de rang i=3.
Comparaison a la signature d’un mélange des trois composés.

La mesure d’une signature spécifique pour le mélange renseigne sur sa composition
initiale. Un systéme de matrice et I’utilisation de vecteurs, décrits dans les prochaines sections,
permettent 1’ajustement de cette composition.

2.2. Systeme de matrice

On peut déterminer théoriquement la répartition d’un composé dans un systeme de
séquence de partages liquide-liquide. Différentes grandeurs peuvent étre utilisées pour
quantifier la répartition. Les volumes de phase aqueuse et de phase organique n’étant pas
constants sur les séquences, il a été préférable de choisir une quantité de matiére en moles, une
activité en Becquerel, ou toute autre grandeur extensive pour quantifier la répartition des
solutés.

Pour simplifier les formules, on introduit le paramétre D’, présenté dans 1I’Equation 21.
Le coefficient D’ correspond au rapport des quantités de matiére, et permet ainsi de prendre en
compte les volumes des phases utilisées a chaque étape d’une séquence donnée.

n_o Papp X Vo
Ny V4

Equation 21. Définition du coefficient D’, rapport des quantités de matiéres (moles, Bq) entre les
phases aqueuse et organique.
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A partir de la quantité de matiére totale, ntt et du coefficient D’, on peut aisément calculer
la quantité de matiere dans la phase aqueuse, na, via I’Equation 22, et la quantité de matiére
dans la phase organique, no, via I’Equation 23.

1

ng=n X —
A tot 1+DI

Equation 22. Calcul de la quantité de matiére d’un composé dans la phase aqueuse.

DI

No=n"n X —
0 tot 1+DI

Equation 23. Calcul de la quantité de matiére d’un composé dans la phase organique.

Pour n’importe quel composé de valeur Log Papp, et n’importe quelle séquence, il est ainsi
possible d’estimer D’ pour chaque partage. On peut ainsi calculer une matrice [njj],
correspondant a la répartition du composé sur i rangs de partage pour chacune des j phases. Les
¢léments composants la matrice de répartition d’un soluté¢ peuvent donc é&tre calculés,
connaissant le volume de chaque phase extraite (Va,ij Vo,ij), 1a lipophilie Log Papp, et la quantité
de matiére totale, nit (Tableau 11). En faisant varier le paramétre de lipophilie, la répartition du
composé dans le systeme, i.e. sa signature, varie également. La comparaison de combinaisons
linéaires des matrices théoriques, a la matrice expérimentale, permet enfin d’ajuster des
paramétres de lipophilie et de quantité (%) des composés du mélange.

Tableau 11. Exemple d’une matrice de répartition d’un soluté pour un systeme a 2 rangs de partages.
La derniére colonne représente un vecteur de rang i=2.

Papp No Nj N2,

j=1 Ntot NA=N11 | NA=nN21
j=2 No=nNi2 | No=nN22
j=3 NA =N23
j=4 No = N2,4

La matrice M dépend uniquement de la quantite initialement injectée, nit, €t du parametre
D’. On notera que les données correspondant a la derni¢re colonne du Tableau 11, sont toutes
« indépendantes ». A contrario, les autres données de la matrice dépendent les unes des autres.
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En effet, considérant un bilan de mati¢ére conservatif, chaque paire de mesure d’un nouveau
partage, (na,ij ; No,ij), permet de calculer la quantité au rang précédent : nij = nNa;i+1,2-1 + No,i+1,2j.
Par extension, la mesure des quantités du dernier rang de partage n = iM%, suffit & recalculer
les quantités a tous les rangs inférieurs. Ainsi, il est donc possible de n’utiliser que les données
du dernier rang de partage pour ajuster les résultats. L utilisation des données de la matrice
entiere, qui est donc redondante, permet essentiellement d’améliorer la précision du résultat.
De maniére pragmatique, la somme des n;;j pour chaque rang de partage est contrainte a 1, afin
d’avoir un bilan de mati¢ére cohérent dans la modélisation. Différentes combinaisons linéaires
des vecteurs théoriques sont comparées au résultat. Cela permet d’estimer une composition de
solution analysée.

2.3. Vecteurs et parameétres ajustables

Lors de I’ajustement paramétrique, il convient alors de cibler les valeurs de lipophilie des
familles d’intérét. Chacune de ces familles est définie par un vecteur unique, Vi(Papp) =
[nij1s2+], de dimension 2, dépendant d’un coefficient de partage unique. Ces vecteurs
représentent la répartition de chaque famille dans les différentes phases de la séquence. La
somme pondérée de ces vecteurs permet d’estimer un vecteur théorique pour le mélange. Le
modele fait ensuite varier certains paramétres ajustables (% et Pspp de chaque famille), afin
d’obtenir le meilleur ajustement entre la solution et les données expérimentales.

Les vecteurs définis précédemment correspondent a des « familles » de solutés de méme
lipophilie. La quantité relative a chaque famille est le principal paramétre ajustable. La
lipophilie de ces familles peut étre imposée, e.g. Log Papp,1 = -1, Log Papp2 = 0, Log Papp;3 = +1.
Mais on peut également ajuster les valeurs de lipophilie sur des intervalles restreints : Log Papp,1
< -1, Log Papp,2 € [-1 ;+1], Log Papp,3 > +1. La modélisation des résultats se fait sur le logiciel
Excel®. L’utilisation du solveur Evolutionnaire permet de déterminer les vecteurs représentant
le mieux le mélange. Ce solveur nécessite d’imposer des contraintes hautes et basses sur les
cellules variables.

2.4. Incertitudes sur le modéle

Les incertitudes sur la modélisation des résultats ont éteé estimées en faisant varier les
données d’entrée du modele, en particulier les données expérimentales. La premicre variable
considérée est le volume de chacune des phases. Une erreur de 2% est estimée sur la mesure
des volumes, faite par pesée, avec une précision de 1’ordre de + 1mg. L’effet d’une erreur de
2% sur la quantité de matiere mesurée, en moles ou en activité, est également estimée. Dans les
deux cas, on applique une variabilité aléatoire de 2% par rapport aux données expérimentales.
On réalise alors une vingtaine d’itérations d’ajustement du modéle, ce qui permet d’estimer la
moyenne et I’écart type des valeurs ajustées, en fonction de la variabilité des données d’entrée.
Les résultats de ces tests de sensibilité sont présentés a la fin de ce chapitre (Figure 33).
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3. Faisabilite expérimentale (Etalons UV-Visible)

La validation du procédé nécessite I’étude de composés a concentrations connues.
L’utilisation de la spectroscopie d’absorption UV-Vis permet de mesurer aisément leurs
concentrations en mélange.

3.1. Systémes étudiés

Trois mélanges ont été réalisés afin de tester le procédé Paw et de vérifier d’éventuels
effets synergiques entre les solutés. Les expériences ont été réalisées a pH = 7,4, et les composés
choisis pour ces expériences ont des spectres d’absorption UV-Vis distincts (Figure 26). Les
solutés et leurs concentrations dans chaque melange sont variables (Tableau 12).

Tableau 12. Propriétés des composés pour les différents mélanges.

Quantité i
Composé LOQ_Papp (moles)
(pH =7.4) Mélange 1 Mélange 2 | Mélange 3
Acide benzoique -1,25 2,05.10* 2,13.10% 1,75.10%
Benzimidazole 1,35 2,12.10* 2,18.10* 2,59.10%
Imidazole -0,21 2,00.10*
Théophylline -0,01 4,36.10° 4,35.10°

Trois rangs de partage (iM**=3, vecteur ajusté de 2° = 8 valeurs) ont été effectués pour

chaque mélange. Ces expériences ont donc consisté a I’analyse d’un total de 15 phases aqueuses
Ou organiques.

—— Imidazole/PBS
g 2,0E+04 - Benzimidazole/PBS
§ —— Théophylline/PBS
g Acide benzoique/PBS
< 1,0E+04 A
-
N
w TN
N\,
0,0E+00 —_— : :
200 220 240 260 280 300

Longueur d'onde (nm)

Figure 26. Spectres UV-Visible de chacune des molécules étudiées dans cette section.
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3.2.  Suivi du procédé et influence des conditions physico-chimiques

Une premiére étude a permis de Vérifier la lipophilie des solutés a chaque étape du
mélange et I’absence d’interaction ou d’effet « synergique » avec les autres solutés. Les
mesures effectuées sur le mélange 1 sont présentées sur la Figure 27, tandis que les résultats
des deux autres mélanges sont présentés en Annexe 2.

A chaque nouvel équilibre de partage de la séquence, la valeur du coefficient de partage
est estimée pour chaque soluté.

B
|
bd

1 * Benzimidazole *

........................................... xThéophyIIIne eececcsces
* X Acide benzoique

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Numero extraction ij

Figure 27. Evolution du coefficient de partage dans le mélange 1, en fonction du numéro de partage,
pour une séquence de 3. Les concentrations initiales sont recensées dans le Tableau 12, avec pH = 7,1,
F.l.=0,17, Va~ 200 mL et Vo~ 50 mL.

Pour ces 3 sets d’expériences, le tampon PBS utilis¢ et dont la composition est présentée
sur le Tableau 2, entraine un pH = 7,4 pour les phases aqueuses, avec un pH ~ 7,1 pour la
premicre phase aqueuse, ou 1’acide benzoique restera majoritaire pendant toutes les séquences
de partage. La force ionique équivaux & 0,17 mol L et les espéces Na;HPO4 et KH2PO4 qui
fixent le pH. Pour les tampons suivants, la concentration de chacune de ces espéces a été fixee
40,05 mol L! afin d’avoir une force de tampon pH plus forte.

Les données montrent que les solutés conservent leur coefficient de partage au fur et a
mesure des partages successifs, malgré la présence d’autres composés et la diminution de la
concentration. Dans le cas de 1’acide benzoique, la variation de la lipophilie estimée au fil des
partages s’explique du fait que le premier tampon pH employé n’était pas assez concentré. La
concentration en acide benzoique a légérement acidifiée le milieu, rendant le pH plus faible
pour la premiere phase aqueuse, et ayant pour conséquence d’augmenter le coefficient de
partage de la molécule ionisée.
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L’absence de certaines données s’explique du fait des limites de détection en
spectroscopie. Le volume de phase organique Vo ~ 50 mL représente un quart du volume de la
phase aqueuse Va ~ 200 mL. Les composés lipophiles ont donc été plus facilement extraits et
analyses. L’acide benzoique quant a lui n’a pu étre mesuré que sur 3 partages du fait de sa forte
affinité pour la phase aqueuse et donc sa faible concentration dans les phases organiques de
rangs élevés (i > 1).

La constance des données mesurées semble toutefois valider les différentes étapes de
partage. Par la suite, le procédé Paw est donc testé « en aveugle », uniquement a partir des
mesures de la concentration totale du mélange dans chaque phase.

3.3.  Résultats du procedé Paw

Les résultats expérimentaux sont donc obtenus avec 3 rangs de partage sur trois mélanges
différents. Les données expérimentales ont permis d’ajuster une composition théorique du
mélange, en termes de profil lipophilique. Les données expérimentales sont reportées dans le
Tableau 13.

Tableau 13. Données expérimentales des expériences sur le mélange de 3 étalons.

Phase Quantité de matiére Volume
(moles) (mL)
0.1 4,61.10* 173
11 3,26.10% 172
1.2 1,98.10* 48
2.1 2,62.10% 159
2.2 3,88.10° 49
2.3 4,04.10° 198
24 1,19.10* 38
3.1 2,28.10% 144
3.2 1,07.10° 42
3.3 1,35.10° 198
3.4 1,61.10° 39
3.5 1,38.10° 189
3.6 2,71.10° 48
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3.7 2,34.10° 194

3.8 7,01.10° 33

La mesure du spectre d’absorbance de chaque phase extraite permet aisément de tracer la
distribution des composes aux différents rangs de partage (Figure 28). La premiere figure A)
représente la distribution pour le 2° rang de partage. Le composé hydrophile s’accumule dans
la branche hydrophile (2.1) tandis que le composé lipophile s’accumule dans la branche
lipophile (2.4). Le composé amphipolaire quant a lui se partagent de fagon équilibrée entre les
deux phases.

A) B)
100% W/_\! 100% e \
S 75% S 75% -
2 oo ] S 50%
g— S
(@)
25%
S 5% | O 27
-~ 0% =
0% - 31 32
21 5, e 33 34 35 35 ,, i
: 2.3 :
2.4 .
) Numero de phase
Numéro de phase
m Acide benzoique mThéophylline = Benzimidazole m Acide benzoique m Théophylline = Benzimidazole

Figure 28. Distribution des composés du mélange #1 (Tableau 12), dans les différentes phases
extraites au rang 2 (Figure A) et au rang 3 (Figure B).

La Figure 28 B) renseigne sur la distribution des solutés selon un troisieme rang de partage
i = 3. La répartition des composes dans les phases 3.1 et 3.2 apporte des informations
supplémentaires sur la composition du mélange. En effet, des composés hydrophiles présents
dans la phase 2.1 peuvent encore se partager dans la phase organique, comme le suggére les
résultats des compositions des phases 3.1 et 3.2. Il faut 3 rangs de partage pour que la branche
hydrophile soit 10° fois plus concentrée en composé avec une lipophilie de -1 que la phase
organique. Pour les composés dont le Log Papp = -3, deux rangs de partage suffisent pour qu’ils
soient 108 fois plus concentré dans la branche hydrophile. Ainsi, effectuer des rangs de partages
supplémentaires permet dans un premier temps d’estimer les composés de lipophilie basse ou
¢levée. Dans un second temps, 1’exploitation de rangs supplémentaires permet de mieux
déterminer les composeés de lipophilie intermédiaire (Log Papp ~ 0).
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L’ensemble des résultats expérimentaux sur chacune des phases permet d’estimer de
maniere « aveugle » la composition du mélange. La seule donneée utilisée est alors la quantité
totale : natng+nc mesurée dans chaque phase. Les résultats estimés a partir de différents
modeles d’interprétation sont présentés dans le Tableau 14 et la Figure 29.

Les différentes conditions imposées aux modeles d’interprétation conduisent a différentes
estimations de profil lipophilique. Ces estimations sont représentées et comparées a la
composition réelle (notée théorique) sur la Figure 29. Les données modélisées étant exprimées
en pourcentage par rapport a la quantité totale, la somme totale des quantités présentes dans le
rang de partage a été fixée a 1.

Tableau 14. Conditions du modé¢le d’interprétation testées pour ajuster le profil lipophilique du mélange
1. Pour chague modéle (A,B,C) le tableau reporte en particulier les valeurs ou gamme de valeurs du
coefficient D’ associé a chaque vecteur Vi.

Nombre de Nombre Intervalle D’ = Log Papp associé
Test vecteurs \/ de phases
" ajustées Vi V2 V3 V4 Vs
A 5 8 -1,5 -0,5 0 0,5 1
B 3 8 -1,5+0,3 0+0,3 15+0,3 _
C 3 8 -2<x<-1 -1<x<1 1<x<2
D 3 14 2<x<-1 -1<x<1 l<x<2
100% :
O Mélange théorique
¥ Modele A
75% A % Modele B
+ Modele C
S ) 4 l( ©Modéle D
2 505 O o o
S
5 X R
8 25% -

+
0% . . X ?( >K>)( : :

-2 -15 -1 0,5 0 0,5 1 15 2
Log P

app
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Figure 29. Comparaison des différents modéles par rapport aux données du mélange réel (noté
théorique). Coefficient de partage apparent octanol/eau estimé pour les solutés du mélange a pH = 7,2,
T=25°CetF.l.=0,17.

Modéle A :

Le premier modéle utilise cing vecteurs différents, représentant 5 familles de lipophilie
distinctes dans le mélange. Comme présenté sur la Figure 29, le modele comprend 10
paramétres. Ce modele est sur-contraint au regard du vecteur expérimental ne comprenant que
8 valeurs (phases extraites ajustées). Les vecteurs aux lipophilies amphipolaires sont tres faibles
(4%) par rapport a la proportion réelle de composé amphipolaire du mélange (9%). De plus, la
lipophilie de chaque vecteur a été fixée a une valeur Log Papp spécifique, augmentant la
contrainte sur le systeme. Il est alors plus intéressant de laisser le modéle définir une valeur
moyenne de lipophilie pour chaque famille, en imposant des intervalles de lipophilie sur les
prochains modeéles.

Modele B :

Le modéle B comprend 3 vecteurs. Les intervalles de lipophilie associés a chacun de ces
vecteurs (familles) ont été ciblés avec une variabilité de + 0,3. La composition estimée du
systéeme est bien plus cohérente avec la composition réelle, par rapport au modele précédent.
Bien que les résultats soient plus satisfaisants, il a été choisi d’imposer des intervalles de
lipophilie plus large pour chacune des familles. Dans un mélange reéel, la lipophilie des solutés
varie entre -6 et 6, nécessitant d’¢largir la gamme de valeurs ciblée.

Modéle C :

Pour ce troisieme modéle, I’intervalle de lipophilie de chacune des familles est élargi. Par
rapport au précédent modele, une meilleure précision sur la composition et sur la lipophilie est
observable. En laissant plus de liberté aux parametres du modele, la composition ajustée
converge tout de méme vers des résultats cohérents. Cette convergence sera encore améliorée
avec un jeu de données expérimentales plus important (i.e. un rang de partage supérieur a 3).

Modéle D :

Pour les trois premiers modeles, seules les 8 derniéres phases du troisiéme rang de partage
sont utilisées. Les données des 6 phases des précédents rangs de partage sont « redondantes »,
et contiennent des informations de répétabilité expérimentales. Le modele D utilise donc
I’ensemble des données sur les 14 phases pour estimer le profil lipophilique du mélange.
Etonnamment, les résultats montrent une plus grande imprécision sur ce modele. Ce résultat
n’est pas généralisable, mais il est possible que les incertitudes de mesure détériorent la
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convergence du modele. Cependant, il parait en effet judicieux de comptabiliser I’analyse des
14 phases plutét que 8. Le modele D a donc été retenu pour la suite des applications du procédé
Paw. Un modéle d’interprétation plus complexe serait d’ailleurs a envisager, estimant au
préalable les données expérimentales les plus fiables, par exemple a partir de considération de
bilans de mati¢re. Enfin, de maniére générale I’utilisation de différents modeles permet
¢galement d’évaluer la variabilité des données de sortie et donc la confiance sur les résultats du
procédé, comme cela est illustré ici avec les données de sortie des 4 modeles testés. Les résultats
analogues sur les mélanges 2 et 3 sont présentés en Annexe 3, et conduisent a des conclusions
similaires.

3.4. Conclusion

Les expeériences de partage liquide-liquide suivies par spectroscopie UV-Visible ont
permis de valider la faisabilité du procédé Paw sur différents mélanges de trois composés
(Annexe 3). Si la faisabilité expérimentale du procédé Paw semble acquise, la mise au point du
mode¢le d’interprétation est moins aboutie. En effet, la variabilité des données de sortie avec le
choix du modele indique une limitation du procédé, probablement liée au nombre de parametres
ajustables ou a la complexité de 1’échantillon. L’extension du modele sur des mélanges aqueux
plus complexes (6 solutés) a donc été étudiée dans la partie suivante afin d’évaluer la fiabilité
et les limites de la méthode. La mise en ceuvre d’un autre type de détecteur (a scintillation) et
d’un plus grand nombre de rangs de partage (4 rangs, soit 31 échantillons) y est décrite.

4. Application : Etalons 14-C

Le procédé Paw décrit précédemment est potentiellement applicable a n’importe quel type
de technique analytique. Diverses applications sont envisageables avec les mesures
typiquement réalisées dans le domaine de la qualité de I’eau ou I’industrie nucléaire (Carbone
total, Carbone organiques, DBO, DCO, 1“C, 3H). Cette section discute des résultats obtenus par
analyse en scintillation liquide, avec un mélange composé de 6 molécules étalons marquées au
carbone 14.

4.1. Systeme étudié

Un mélange composé de solutés marqués au carbone 14 a été étudié pour valider le
procédé Paw avec une autre technique analytique. L’utilisation de 5 molécules permet de tester
¢galement un mélange plus complexe. Afin de limiter I’exposition radiologique, la radioactivité
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de chague étalon dans le mélange a été fixée a une moyenne de 100 kBqg. Les cing molécules
choisies ont des propriétés spectroscopiques aux intervalles de longueur d’onde d’intérét (200-
350 nm). L’ajout d’un entraineur (isotopes non radioactifs) pour chaque étalon, permet
d’observer les propriétes par spectroscopie UV-Visible (Figure 30).

Le pH a été fixé a 10 avec un tampon ammoniaque (Tableau 2), dont les concentrations
ont été ajustées pour atteindre la valeur désirée. En plus de la scintillation, une mesure par
spectroscopie UV-Visible est également réalisée afin de suivre le bon déroulement de chaque
étape. Les conditions expérimentales sont présentées dans le Tableau 15.

Tableau 15. Composition du mélange d’étalons marqués au carbone 14 analysé avec la technique Paw
et un suivi en scintillation liquide.

Marqué Entraineur Total

Composé Log Papp Activité | Concentration | Concentration Ql;:g:i'éfede
(pH=10) (Bq) (mol/L) (mol/L) (moles)
Acide isophtalique -1,90 790936 2,70.107 2,05.10°3 3,68.10%
Acide o-phtalique -2,85 89875 2,46.10°7 2,18.10* 3,91.10°
Benzéne 2,04 54489 1,33.10* 4,40.10°® 5,48.10°%
Bisphénol A 2,90 69501 1,80.10°° 4,91.10* 8,83.10°
Imidazole -0,08 104166 2,70.107 1,55.10° 2,78.10*
Impureté - 702 1,82.10°8 - 3,26.10°°

Total 1109669

Avant d’étudier le mélange, la lipophilie de chacun des composés marqués est verifiée.
Dans le cas du bisphénol A, une différence a été observée avec les données attendues. Une
impureté a ainsi été mise en évidence dans la source commerciale. Ce cas est spécifiquement
discuté dans le Chapitre V. L’analyse des échantillons est donc effectuée via deux prélevements
pour les deux analyses concernées (UV-Vis & *C). Les résultats sont discutés dans la section
suivante.
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Figure 30. Propriétés spectroscopiques UV-Visible a pH = 10 pour les étalons utilisés. Le benzéne
ayant des propriétés spectroscopiques moins importantes, est ajusté par rapport a I’échelle de droite.

4.2. Résultats du procédeé Paw

Quatre rangs de partage ont été¢ effectués permettant d’obtenir un total de 31 phases
extraites. L’analyse en UV-Visible permet de suivre le bon déroulement des différentes étapes
en discriminant le signal des composés. L’analyse par scintillation liquide permet de mesurer
I’activité totale en carbone 14 de I’ensemble des solutés dans chacune des phases et de tester le
procédé Paw.

Analyses par spectroscopie UV-Visible

Les propriétés spectroscopiques des solutés permettent d’effectuer la décomposition sur
le spectre du mélange pour chacune des phases. Les données ajustées par decomposition sont
comparees avec les valeurs théoriquement attendues. Les résultats sur les 2 premiers rangs de
partage, soit sur les 7 premiéres phases du systéme sont illustrés sur la Figure 31. Les résultats
sont cohérents avec les données attendues. Toutefois, ces mesures ne sont pas assez précises
pour étre prises en compte. Une erreur de 50% sur la concentration réelle est illustrée par les
lignes en pointillés. Ce large intervalle permet de se rendre compte de 1I’imprécision de ce Suivi.
Les résultats UV-Visible ne sont donc pas plus détaillés ici.
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Figure 31. Résultats des concentrations des solutés mesurées par analyse du spectre UV-Visible des
mélanges (axe des abscisses). Comparaison aux résultats théoriquement attendus (axe des ordonnées).

Analyses en scintillation liquide des composés marqués au 14-C

Les résultats des 4 rangs de partage apres traitement mathématique sont présentés sur la
Figure 32, et les données expérimentales sont reportées dans le Tableau 16. Les données
théoriques (mélange préparé) sont représentées en noires, avec les croix représentant chacun
des 6 solutés injectés dans le mélange. Les lignes représentent la moyenne lipophilique de
chacune des familles (lipophile, hydrophile et amphipolaire) considérée par le modeéle. Les
résultats de 3 modélisations sont représentés sur la figure, en prenant compte les données
expérimentales (vecteur) du 2°, 3° et 4° rang de partage. Cette étude illustre I’avantage
d’augmenter le nombre de rangs de partage, et donc le nombre de données ajustées.

Tableau 16. Données expérimentales des expériences sur le mélange composé de 5 étalons.

Phase Activité Volume
(Becquerel) (mL)
0.1 1,11.10° 179
11 9,85.10° 179
1.2 1,54.10° 40
2.1 9,21.10° 171
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2.2 1,66.10" 55
2.3 1,41.10* 179
2.4 1,20.10° 35
3.1 1,77.10° 35
3.2 8,83.10° 225
3.3 7,00.10° 200
3.4 3,47.10° 35
35 4,87.10 31
3.6 1,87.10° 228
3.7 4,59.10° 229
3.8 6,87.10* 22
4.1 6,08.10* 12
4.2 1016 93
4.3 850 77
4.4 2,80.10° 29
4.5 160 19
4.6 524 92
4.7 716 80
4.8 991 18
4.9 139 14
4.10 93 94
4.11 118 76
4.12 89 25
4.13 43 14
4.14 247 83
4.15 1133 78
4.16 38532 13
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Concernant la modélisation (N=2), présentée en orange sur la Figure 32, I’ajustement de
la lipophilie est cohérente avec les données théoriques. Cependant, la composition n’est pas
correcte pour chacune des familles, notamment les composés amphipolaires dont la teneur est
estimée a 0. La modélisation sur un rang supplémentaire (N=3), en bleu, permet d’améliorer
I’ajustement sur la composition, bien que la prédiction sur la lipophilie moyenne soit moins
correcte. Finalement, la modélisation selon les 4 rangs de partage, soit avec I’ajustement de 31
phases, en vert, précise sur chacun des vecteurs les deux parametres ajustés.

100% : :
Hydrophile Amphipolaire Lipophile
80% - -HI- X Molécules
! t e Théorie
N i Modélisation (N=4)
'S 60% A : T [ Modélisation (N=3)
— | :
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o |
o :
40% A ' ;
S =
| : :
20% 1 |
: NN —t
i s
0 T Y T T Y T
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3
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Figure 32. Evolution de la modélisation du profil lipophilique selon le nombre de rangs de partage, N,
pris en compte, i.e. vecteur résultat de 2N données d’entrée.

A nouveau, ’erreur sur le modele d’interprétation est estimée en appliquant une
incertitude aléatoire de 2% sur 1’activité mesurée en scintillation liquide. Le modg¢le a alors été
testé sur 20 minimisations, ou 1’activité variait aléatoirement de * 2% par rapport a la valeur
expérimentale. Ainsi, sur la Figure 33, sont représentés les résultats de 1’ajustement selon les 4
rangs de partage, avec les erreurs 2o associées a la mesure. Plus la teneur (en %) pour un des
vecteurs est faible, plus il est difficile pour le modele d’ajustement correctement ce vecteur.
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Figure 33. Résultat final de la modélisation du profil lipophilique du mélange de *“C.
Comparaison des résultats du procédé (Modélisation) a la composition réelle du mélange (Théorie).

L’analyse de ce mélange aqueux *C par le biais de la scintillation liquide donne des
résultats assez satisfaisants sur la faisabilité du procédé Paw. Appliqué a des mélanges aqueux
réel, il pourrait permettre de corréler le profil lipophilique du mélange, ou la présence de
certaines familles de solutés, avec son comportement dans 1’environnement.

Conclusion

Ce chapitre décrit le développement du procédé Paw via deux parties : expérimentale et
théorique. La faisabilité expérimentale du procédé est démontrée. Pour ce faire, la mise en place
de bancs de partage liquide-liquide successifs et 1’analyse par spectroscopie UV-Visible ont
permis de confirmer la constance du coefficient de partage apparent des composés étalons
durant la séquence. Aucune synergie entre solutés n’est observée. Ce résultat vient
probablement du fait, d’une part que le facteur de dilution des espéces reste faible au cours du
procédé, et d’autre part que les co-solutés ayant des interactions chimiques suivent la méme
« branche » de partage (fractions agueuses ou organiques). La spéciation des composeés est donc
relativement stable au cours des étapes successives, comme en atteste la constance du
coefficient de partage.

La faisabilité théorique du procédé est également démontrée. Un premier modeéle
mathématique d’interprétation est décrit. Ce dernier est basé sur le calcul de matrices simulant
la distribution de composés « théoriques » et, de coefficients de partage donnés, lors d’une
séquence de N rangs de partage. La comparaison entre la matrice expérimentale mesurée sur

91



Chapitre IV. Principe du procédé PAW

I’échantillon et les matrices théoriques, renseigne sur la composition du mélange. Pour ce faire,
des intervalles de lipophilie sont définis et les fractions correspondantes, hydrophile, lipophile
ou amphipolaire sont quantifiées. Le résultat obtenu est donc un diagramme de lipophilie du
mélange. Plus précisément, le procédé quantifie le profil de lipophilie des solutés du melange
contribuant & la grandeur mesurée (Absorbance, *4C, etc.).

Les mesures du dernier rang de partage représentent un ensemble de données
indépendantes, permettant d’extrapoler un résultat. Toutefois, 1’utilisation de 1’ensemble des
données expérimentales permet d’améliorer la justesse du résultat. Par ailleurs, la variabilité
des données de sortie en fonction des modeles, en particulier du nombre de parametres
ajustables, indique que ces modeéles nécessitent des développements complémentaires. Ces
deux parties, expérimentale et théorique, définissent le procédé Paw et font I’objet d’un brevet
déposé (Dagnelie et Disdier, 2022). Aprées des premiers tests de faisabilité, le chapitre suivant
présente des essais sur des échantillons opportunistes. Trois essais sont présentés sur des
problématiques visant de potentielles applications de la méthode.
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Introduction

Diverses applications expérimentales ont permis de tester le procédé Paw sur des
problématiques spécifiques. Ce chapitre décrit les résultats préliminaires sur trois sujets :
- la caractérisation de la pureté des sources de composés organiques radiomarquées,
- la caractérisation des produits de dégradation de la cellulose en milieu alcalin,
- et la dégradation d’un superplastifiant, considéré en tant qu’adjuvant cimentaire.

Ces essais n’ont pas vocation a résoudre des questions propres a chacune de ces
problématiques. Les résultats préliminaires présentés dans cette section visent avant tout a
éprouver 1’applicabilité du procédé Paw, sur différents échantillons de complexités variables,
dans des conditions physico-chimiques variées (pH, force ionique), et selon des mesures
physiques différentes (Scintillation, COT).

1. Pureté des sources organiques radiomarquées

L’exemple présenté dans cette section porte sur un composé commercial de bisphénol A
marqué au 1*C. Le bisphénol A est un perturbateur endocrinien utilisé comme agent de synthése
dans de nombreux procédés visant a produire du plastique, des résines, et d’autres produits
industriels (Eladak et al., 2015). De ce fait, il s’agit d’un soluté intéressant a étudier dans la
thématique des contaminants organiques présents dans les effluents. L’utilisation de traceurs
radiomarqués, permet généralement un suivi précis du composé a des concentrations faibles,
bien inférieures a 10® mol L™, ou éventuellement la localisation spatiale dans un matériau ou
in vivo, a I’aide de spectroscopie associées (Rouleau et Kohli, 2008).

Lors des essais précédents (chapitre 1V), I’utilisation d’étalons connus a fait I’objet d’une
vérification préliminaire du coefficient de partage des composés purs choisis, dans les
conditions physico-chimiques désirées (pH, F.l.). Parmi ces étalons, une source commerciale
de bisphénol A marquée au *C (American Radiolabeled Chemicals® 3729) a été mise en
équilibre avec une phase octanol afin de vérifier le coefficient de partage de la molécule. Les
résultats, comparés a ceux de la littérature, sont présentés dans la Figure 34. Les mesures
expérimentales obtenues, Log PE*™(Source **C Bisphénol A) = 2,14 + 0,05, sont inférieures de
1,2 unités (en échelle logarithmique) par rapport aux valeurs théoriques: Log
PTHEOR(Bisphénol A) = 3,44 + 0,11 (Borrirukwisitsak et al., 2012). Cette différence notable est
surprenante au regard des incertitudes associées, et de la pureté affichee sur le certificat de la
source radiomarquée (> 99%). Apres avoir répété la mesure a une autre valeur de pH (Figure
34) et confirmé cet écart, une hypothese a été faite sur la possible présence dans la source d’une
impureté, conduisant a la diminution significative du Log Papp mesuré. La diminution étant
constante sur les deux pH extrémes, cette impureté est supposée non ionisable.
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Figure 34. Comparaison des mesures expérimentales du coefficient de partage du bisphénol A,
compareé a une autre étude.

A la suite du premier partage liquide-liquide, un second rang de partage a été réalisé sur
les 2 phases extraites a pH 1, suivant le schéma proposé avec le procédé Paw. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 17.

Tableau 17. Activité mesurée sur une source de 14C-Bisphénol A pour chacune des phases extraites
lors d’une séquence de partage de rang 2.

Phase 0.1 1.1 1.2 2.1 2.2 2.3 2.4
Activité (Bq) 16306 199 16214 54 13 12 4601
Volume (mL) 12 12 7 4 3 5 2

1.1. Interprétation des données brutes (Sans utilisation de Paw)

Les données présentées dans le Tableau 17 permettent de mesurer la lipophilie pour
chacun des partages. Un second rang de partage sur les phases 1.1 et 1.2 a permis de mesurer
les coefficients de partage associés aux phases 2.1 & 2.2 de la branche hydrophile, et 2.3 & 2.4
de la branche lipophile. La Figure 35 présente ainsi les résultats des 3 coefficients de partage
mesurés. Le premier rang de partage a permis d’accéder a la lipophilie moyenne de la source
commerciale : Log PF*"(Source *4C Bisphénol A) = 2,14 + 0,05. L’utilisation d’un 2° rang de
partage permet bien d’accéder a la mesure non pas d’un coefficient de partage moyen mais a 2
coefficients de partage distincts. Ce résultat est indicatif d’un mélange, car un composé pur
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conduit a des données constantes lors de partage successifs. En jaune, la mesure de la branche
lipophile indique une valeur Log Pagp™™ = 3,00, avec une pureté théorique de 99%. Il s’agit
vraisemblablement du bisphénol A, composé lipophile, qui a été « purifié » lors de la premiere
étape de partage, par rapport au mélange initial. En bleu, les mesures du second jeu de
paramétres indiquent une autre valeur Log Papp = -0,50, d’un composé présent a une pureté
théorique ~1%. Cette seconde mesure correspondrait donc bien a une « impureté ». L’utilisation
suivante du procéde Paw sur ces données vise a déterminer a I’aveugle, le coefficient de partage
de I’'impureté, et sa teneur réelle dans le mélange.
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Figure 35. Evolution du coefficient de partage de la source de bisphénol A **C en fonction du rang de
partage.

1.2. Procedé Paw au service de I’analyse du mélange

Les données de rang 1 et 2 ont été ajustés en faisant ’hypothese de la présence de 2
composés : le bisphénol A et une impureté de propriété inconnue. Ainsi, le modele
d’interprétation lié au procédé Paw propose I’utilisation de 3 paramétres ajustables: la
lipophilie Papp™" de I’impureté et la fraction de radioactivité massique de chacun de ces
composés dans la source, %(**C/Bisphénol), %(**C/Impureté). Concernant le bisphénol A, sa
lipophilie théorique étant déja connue (Log Papp'HECR- = 3,34), celle-ci a été imposée dans le
modele. Les résultats issus de 1’ajustement des mesures expérimentales sont présentés dans la
Figure 36. La composition du mélange est proche des données du fournisseur. On mesure ainsi
une pureté de 98,12% pour le bisphénol A dans ce mélange. La lipophilie de I’impureté a ainsi
pu étre estimée avec un Log Papp™" = -0,59. Cette donnée peut étre utilisée pour discriminer
différentes hypothéses sur 1I’origine de I’'impureté. Malgré une purification de la source au-dela
de 99%, il est a noter que la différence notable de lipophilie, de plus de 3 ordres de grandeurs,
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fausse les propriétés de la source commerciale. Il a ainsi été possible d’estimer la concentration
d’une impureté présente a ~ 1,88%, soit ~ 10 mol L dans le mélange initial.

10% _

[

Qo

e

.g 0

S 5% -

=

o

O

OO/O T T T T 1
1,00 000 100 200 3,00 4,00

Log Papp

Figure 36. Résultats du procédé Paw sur la caractérisation
d’une source commerciale de *C-bisphénol A.

1.3. Etude et effets des impuretés

A T’aide du procédé Paw, une impureté hydrophile est caractérisée sans toutefois étre
identifiée. Cette impureté provient probablement de la synthése du bisphénol A radiomarqué.
La synthese de ce composé est généralement réalisée a partir des molécules de phénols et
d’acétone (Prokop et al., 2004 ; Das et al., 2004). Alors que le phénol se caractérise avec une
lipophilie Log Papp = 1,46, I’acétone quant a lui a une lipophilie Log Papp = -0,24 (Leo et al.,
1971). Les informations disponibles sur la source commerciale de bisphénol A indiquent que
la radioactivité du carbone se situe sur 1’un des phénols, I’acétone utilisé pendant cette synthese
n’étant pas marqué. Toutefois, la synthése du phénol radiomarqué, utilise elle-méme du
14C- acétone. Notre hypothése actuelle est que ce dernier pourrait alors subsister dans le
mélange, en tant qu’impureté présente depuis plusieurs étapes de syntheses. Les hypothéses
posées sur cette impureté n’ont pas pu étre vérifiées et nécessiteraient une mesure par couplage
chromatographie liquide/scintillation liquide
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Figure 37. Evolution du coefficient de partage du mélange selon une lipophilie variable de I’'impureté
pour un rapport Vo/Va = 7/12. Valeur mesurée pour la source commerciale : Log Pagp(source) = 2,14.

Les données présentées sur la Figure 37 illustrent I’impact d’une impureté hydrophile
(Log Papp (impureté) = -0,5) sur la lipophilie d une source de bisphénol A (Log Papp (bisphénol
A) = +3,32). Les courbes représentent la lipophilie du mélange, mesurée avec un rapport de
volume Vo/Va = 1, en fonction de la lipophilie de I’impureté. On voit que les impuretés dont
la lipophilie est inférieure a celle du bisphénol d’une unité (en log), modifient significativement
les propriétés de la source. Les différentes courbes représentent 1’effet de différentes teneurs en
impureté. On voit qu’au-dela de 2 unités d’écart (en log) entre la lipophilie du bisphénol et de
I’impureté, la valeur mesurée pour le mélange varie fortement en fonction de la teneur en
impureté. Il en découle qu’une mesure sur le mélange permet de mesurer avec précision des
teneurs, méme faibles. On notera a contrario, qu’a partir d’une certaine valeur,
Log Papp (impureté) < -3, I’hydrophilie de I’impureté n’a quasiment plus d’effets sur la
variation de la valeur du mélange et est donc difficilement quantifiable (seule la teneur est
quantifiable).

Le procédé Paw a ainsi permis de mettre en évidence la présence d’une impureté
faiblement concentrée. Le procéde a permis, de maniére simple, de quantifier a la fois son
hydrophilie et sa concentration. On notera que cette impureté n’a pas été mesurée lors du
controle du fournisseur, a savoir avec une chromatographie de type HPLC avec colonne
apolaire. Dans ce type de mélange simple (sources, produits de synthese) la mesure de lipophilie
permettrait de discriminer des impuretés potentiellement présentes en particuliers si celles-ci
affectent les propriétés du mélange. Ce type d’impureté est d’autant plus génant qu’il pourrait
fausser des études de rétention dans les sols ou bien d’absorption dans les organismes vivants.
La vérification préalable de la pureté des sources au laboratoire est ainsi une étape préliminaire
importante avant leur utilisation. Les premiéres étapes du procédé Paw permettent par la méme
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occasion la purification de la source si celle-ci a une lipophilie suffisamment différente de
I’impureté.

2. Dégradation de la cellulose en milieu alcalin

La cellulose représente 1’'un des composés les plus utilisés en laboratoire (papiers,
plastiques, etc.). Cette matiere est ainsi fortement présente dans les déchets usagers, de
laboratoires, donc les déchets radioactifs de moyenne activité a vie longue (MA-VL). Les
conditions de stockage alcalines de ces déchets (barriére cimentaire) entrainent la dégradation
de certains composeés (Van Loon et al., 1999). Une fois dégradée, la cellulose se décompose en
de nombreuses petites molécules organiques, potentiellement complexantes des porteurs de
radioactivité. Malgré la présence de quelques composeés majoritaires (~15-30% d’isomeres
d’acide isosaccharinique, Isa (Shaw, 2013), les autres composés issus de cette dégradation sont
difficilement analysables (Bassil et al., 2020). Cela limite en particulier 1’évaluation de leurs
effets sur le confinement des déchets.

2.1. Etude d’un échantillon de cellulose marqué au **C et dégradé

Une source radioactive de cellulose marquée au *C a été utilisée afin d’étudier la
dégradation de ce produit. Cette source opportuniste a été préparée par le fournisseur dans une
solution de soude, [NaOH] = 0,1 mol L, et conservée depuis 2015. L application du procédé
Paw sur cet échantillon a permis d’obtenir les résultats présentés dans la Figure 38, a partir des
données brutes fournies dans le Tableau 18.
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Figure 38. Profil lipophilique d’une source de cellulose marquée au *C conservée dans 0,1 mol L de
NaOH pendant 6 ans. Une variation de 2% sur les activités a été appliquée sur 20 ajustements afin de
déterminer I’erreur sur la mesure.

Tableau 18. Données brutes des activités et volumes mesurés dans 1’étude de la dégradation de la
cellulose.

Phase Activité Volume
(Ba) (mL)
0.1 50130 46
1.1 45628 46
1.2 4973 50
2.1 39537 40
2.2 414 S7
2.3 851 50
24 4224 44
3.1 32867 34
3.2 182 76
3.3 5,2 53
34 2,7 51
35 6,5 44
3.6 0,72 65
3.7 299 68
3.8 3583 37

Shaw (2013) a poussé I’étude de dégradation afin de quantifier la quantité des principaux
isomeres (a-Isa, B-Isa, X-lIsa), en fonction de la nature (soude, potasse, melange) et de la
concentration du milieu. Le coefficient de partage du composé a, synthétisé également au
laboratoire, a été mesuré a pH=13, et a permis d’obtenir une valeur
Log Papp (a- Isa) = - 4,54 + 0,60. Cette lipophilie de valeur basse est due aux 3 groupements
ionisables de la molécule. Sur la Figure 38, on peut ainsi en déduire que 1’acide isosaccharinique
apporte une forte contribution a la famille des composés tres hydrophile. Toutefois, la quantité
totale attendue pour ces trois isoméres, ne dépasse pas 30%. La mesure effectuée a I’aide du
procédé Paw, tend a indiquer la présence d’environ 30% supplémentaire de composés
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d’hydrophilie ¢élevée, analogue aux isoméres d’Isa. Une seconde contribution principale,
d’environ 30% également, est mesurée pour des composés d’hydrophilie intermédiaire (-2 <
Log Papp < -1). L’identification de cette fraction est difficile, car elle correspond probablement
a un mélange de nombreux composés. Enfin, seule une faible teneur en composé hydrophobe a
été identifiée dans les produits de dégradation de la cellulose, avec une teneur d’environ 10%.
La valeur de lipophilie correspondante, de I’ordre de (+1 < Log Papp < +2) tend a indiquer une
possible rétention, en particulier sur la matiere organique naturelle (Guo et al., 2021) et
mériterait des caractérisations complémentaires.

Tableau 19. Résultats d’essais de dégradation de la cellulose & pH~13,3. Quantités et principaux
isomeres mesurés en fonction des conditions de lixiviation. Références : [1] Glaus et al. (1999), [2]
Shaw (2013).

Composition Ca(OH), NaOH ! Ca(OH): (saturé) 12!

Concentration 2,3.10-3 mol L? 2mol L? >1,6.10% mol L

Fraction massique
de cellulose - 35% 14%
dégradee sur 30 jours

Fractionen Isa/ COT > 80% 52% 87%

Fraction en B-lIsa /

0 0 0
coT 44% 39% 43%

Glaus et al. (1999) ont identifié que les isoméres de I’Isa représentaient 80% de la MOD
issue de la cellulose pure dégradée (Tableau 19). Shaw (2013) quant a lui a étudié différentes
conditions de dégradation. Bien que la cellulose se dégrade plus rapidement dans la soude, la
formation de I’Isa est plus importante lorsque le calcium est utilisé comme base catalytique.
Ces ¢tudes de cas montrent que la formation de I’isomere -Isa est largement favorisé quelles
que soient les conditions appliquées. Toutefois une fraction importante de la matiére n’est pas
dégradée aux temps courts, et seule la moitié des autres composés a pu étre identifiée de maniére
satisfaisante. Parmi les composés analysés en laboratoire, les résultats de leur coefficient de
partage a pH 13 sont répertoriés dans le Tableau 20.

Tableau 20. Résultats expérimentaux des coefficients de partage de la cellulose et de ses produits de
dégradation. Quantité attendue (en % molaire) dans la MOD (Glaus et al., 1999). Références : [1] Leo
etal. (1971).

Composé Lipophilie Teneur
Cellulose Log Papp (pH=9) =-0,82 -
Acide acétique Log Papp (pH=13) =-1,39 > 2,07
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Acide o/B-isosaccharinique Log Papp (pPH=13) = -4,54 >77,1
Acide adipique Log Papp (pH=13) =-1,53 > 0,40
Acide lactique Log Papp (pH=7) = -0,62[1] > 1,59

Acide thréonique - > 1,16
Acide glycérique - > 0,94

2.2. Etude d’un échantillon non marqué de cellulose

Le coefficient de partage de la cellulose non marquée (Sigmacell Cellulose, Sigma®) a
été mesuré par spectroscopie UV-Visible, et reporté dans le Tableau 20. Ne connaissant pas la
concentration de la cellulose solubilisée dans 1’échantillon initial, la mesure s’est basée sur la
différence d’absorbance entre 1’échantillon initial et 1’échantillon extrait. Le calcul de la
lipophilie du mélange est effectué grace a I’Equation 24 :

Y=
VfA ViA

Ap.VO JVA VA

Log Pppp =

Equation 24. Calcul du coefficient de partage moyen a partir de la variation d’absorbance d’un
composé avant et aprés le partage.

avec Ai et Ar les absorbance des échantillons initial et final, V; et Vt les volumes initiaux et
finaux pour les phases aqueuses A et organique O.

Ne connaissant la cinétique de dégradation de la cellulose, les tests ont été réalisés a pH
= 13. Comme montré sur la Figure 39, la premiére mesure par UV-Visible de la phase 1.1
montre une absorbance plus importante par rapport a la phase 0.1. Ce résultat est incohérent
puisque 1’absorbance attendue est supposée étre égale ou inférieure apres équilibre avec de
I’octanol. Plusieurs séries de partage ont alors été réalisées, les cinétiques étant présentées dans
le Tableau 21. L’étude spectrométrique de ces échantillons montre une variation instable de
I’absorbance selon les longueurs d’onde. En effet, sur I’intervalle de 235 a 260 nm, 1’absorbance
des échantillons augmente jusqu’a la phase 2.1, pour finalement retrouver une diminution de la
phase 3.1 au niveau de la phase initiale 0.1. Ces resultats suggérent la présence de produits de
dégradation intermédiaires qui disparaissent au fil de la dégradation.

Un constat similaire peut étre fait sur les spectres d’absorbance des phases organiques.
Bien qu’aucun signal n’ait été obtenu sur la phase 1.2 organique, la remise en équilibre et le
partage liquide-liquide de cette phase permet d’obtenir un signal pour la phase extraite 2.3
aqueuse. Ce résultat suggére la formation d’un produit hydrophobe non sensible a la lumiére,
poursuivant sa dégradation vers un produit hydrophile, et sensible a la lumiere. Une étude
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cinétiqgue compléte de la dégradation de la cellulose par suivi spectrométrique pourrait
permettre d’¢lucider ce type de mécanismes.

Tableau 21. Cinétique de I’étude sur 3 rangs de partage de la cellulose non marquée.

Partage Phases extraites Temps d’agitation
1 1.1,1.2 2 jours
2 21,22,23,24 4 jours
3 3.1,...,3.8 7 jours
0,6
— 01 12 ol
0.5 i'l 12
— 31 1 23
35
w04 3]
0 £
5% 5 06
2] 172}
£ Na)
< 02 < 04
0.1 0,2 |
I'W,I I:"rd .
0 i 0 L [ = -
200 220 240 260 280 300 320 340 200 220 240 260 280 300 320 340
Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Figure 39. Spectres d’absorbance des différentes phases récupérées apres séquence de partages
sur la cellulose mise en équilibre a pH=13, F.I. =0,3.

La Figure 40 présente les spectres UV-Visible de la cellulose non dégradée, et deux de
ces principaux produits de dégradation : 1’acide acétique et I’acide isosaccharinique. Dés la
solubilisation de la cellulose dans la matrice alcaline, on observe essentiellement les produits
de dégradation dans le mélange. En effet, le spectre de la phase 0.1 décroit de 217 a 215 nm,
alors que le spectre de la cellulose croit fortement dans cette zone. Les spectres UV-Visible des
deux produits de dégradation montrent la méme décroissance que I’échantillon 0.1, t¢émoignant
ainsi de leur solubilité élevée dans le mélange.
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Figure 40. Etude des produits de dégradation de la cellulose. Phases 0.1, 2.3, et 2.4 récupérées apres
séquence de partages du mélange.

Les absorbances mesurées (Tableau 22) pour chacune de ces phases ont été utilisées pour
estimer le profil lipophilique de ce mélange. Parmi les 15 phases analysées, seulement 7 phases
permettent 1’obtention de données au-dessus de la limite de détection, LD, de 1’appareil. Ces
données ont permis la réalisation du profil lipophilique du mélange, présenté dans la Figure 41.
De nombreuses données n’étant pas disponible, et la dégradation de la cellulose se poursuivant
au fil des partages, les résultats du modéle sont incohérents. Dix ajustements ont ainsi été
réalisés dans les mémes conditions (volume et absorbance), afin de déterminer la variabilité du
procédé. La variation de la composition des familles hydrophiles et tres hydrophiles est
importante alors qu’aucune erreur n’a été appliquée. Dans les cas de mélanges en cours de
dégradation, il serait alors utile de développer un procédé plus rapide permettant de mesurer
plus de 3 rangs de partage en moins de quelques heures. Ici, le procédé est limité au peu
d’informations relevées par spectroscopie UV-Visible, et du fait de la dégradation continue des
COMpOSES.
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Figure 41. Profil lipophilique de la cellulose non marquée dégradée entre 2 et 13 jours. Comparaison
avec le profil lipophilique obtenu pour la source de 14-C cellulose dégradée (Figure 38).

Tableau 22. Données expérimentales des expériences de dégradation de la cellulose non marguée.

Phase Absorbance Volume

(A =230nm) (mL)
1.1 0,168 29,6
1.2 <LD 76,4
2.1 0,122 26,7
2.2 <LD 63,2
2.3 <LD 59,7
2.4 0,075 30,3
3.1 0,122 17,8
3.2 <LD 67,8
3.3 <LD 61,0
3.4 <LD 33,6
35 0,043 15,9
3.6 <LD 79,7
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3.7 <LD 67,8

3.8 <LD 19,6

Les produits de dégradation de la cellulose représentent donc des composés majeurs issus
de la dégradation des déchets et I’on en retrouve également dans certains déchets radioactifs.
Dans le cas des déchets radioactifs, les produits de dégradation de la cellulose sont nombreux
au vue des conditions de stockage a pH basique. Les mélanges issus de cette dégradation sont
difficilement caractérisables et il est difficile d’en évaluer le comportement dans
I’environnement. Les analyses ciblées et non ciblées étant limitées pour ce type de mélange,
I’analyse par marqueur d’effet pourrait étre une solution utile dans la détermination du
comportement du mélange. La détermination du profil lipophilique de ce type de mélange
permet ainsi d’estimer la labilité de certaines fractions de ces composés. Des études de sorption
complémentaires sur les fractions séparées lors du procédé Paw sont envisagées afin de
comparer les résultats de cette caractérisation avec les propriétés de rétention des familles de
composés partages.

3. Dégradation d’un polymere superplastifiant

Les matériaux cimentaires sont utilisés dans de nombreux ouvrages ou comme barriére
de confinement, comme c’est le cas avec les déchets radioactifs MA-VL. En tant que barriére
ouvragée, la dégradation de ces matériaux doit étre étudiée ainsi que la nature des produits
engendrés et leur éventuel impact sur les propriétés de confinement de la radioactivité. Des
superplastifiants sont utilisés dans la préparation des bétons, permettant de favoriser certaines
réactions et d’améliorer la qualité du produit fini. Parmi différentes familles, le polynaphtaléne
sulfonate (PNS), présenté sur la Figure 42, est le composant majeur du superplastifiant
commercial SikaFluid®. Il est ainsi intéressant de regarder la dégradation chimique ou
radiolytique de ce composé, comme terme source de carbone issue de la barriere cimentaire, et
d’en étudier la labilité. L’irradiation de ce polymére permet la formation de ses produits de
dégradation. L’objectif est d’estimer le profil lipophilique de ce mélange aqueux complexe, ce
qui renseigne sur sa possible mobilité en milieu géologique.

SO5

Figure 42. Structure du polynaphtalene sulfonate.
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Le PNS présente un spectre d’absorption permettant sa mesure en spectroscopie UV-
Visible. Toutefois, cela n’est pas nécessairement le cas de ses produits de dégradation pour
lesquels 1’analyse nécessite un autre type de détecteur. Apres un partage liquide-liquide, les
solutés dans la phase organique, essentiellement composés de carbone, ne peuvent étre analysés
directement en CT. Ainsi, la concentration en COT de la phase organique est estimée par la
difference entre la concentration en COT de la phase initiale (avant équilibre) et la concentration
en COT mesurée dans la phase aqueuse extraite. Par ailleurs, une partic de ’octanol se
dissolvant dans la phase aqueuse, il est nécessaire au préalable d’estimer la contribution de
I’octanol au COT de la phase aqueuse. Pour ce faire, le prélévement de la phase aqueuse doit
étre réalisé de maniere précise et répétable afin d’améliorer la justesse des résultats finaux.

Les conditions cimentaires imposant un pH basique, les mesures sont effectuées a pH 13
avec les tampons décrits dans le Tableau 2. Des essais préliminaires sont réalisés sur des
¢chantillons de PNS non irradi¢s. Ces mesures permettent d’estimer le coefficient de partage
du composé pur. L’utilisation de la spectroscopie UV-Visible (Figure 43) et de ’analyseur COT
(Tableau 23) a permis de mesurer un coefficient de partage Log Papp =-1,71 £ 0,24. Trois blancs
ont été réalisés pour cette analyse permettant d’estimer une concentration en octanol dans la
phase aqueuse de 3,21.10° + 7,94.10* mol L. Cette valeur de solubilité est plus faible que
celle estimée par Dearden et Brenen (1988), qui ont mesuré une solubilité de 6,6.10-3 mol L™.
Cette différence est probablement di aux conditions du milieu imposées (pH ~ 13,5 et F.I. =
0,3 mol L?)
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Figure 43. Spectres du coefficient d’extinction molaire du SikaFluid® a pH=13,5 et F.1.=0,3.
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Tableau 23. Données expérimentales sur le duplicat étudié selon le mode de détection.

Détection Echantillon Ci (mol L) Ct (mol LY Log Pagp
1 9,40.10° 8,27.10° -1,55
UV-Visible
2 9,98.10° 7,25.10° -1,73
1 1,18.102 1,07.102 -2,04
COoT
2 1,22.102 9,07.10°3 -1,51

Le procédé Paw est ensuite appliqué sur un échantillon de PNS irradié sous 250 kGray.
Les techniques d’irradiation ne sont pas détaillées ici mais I’on peut noter que ces échantillons
ont été irradiés via la plateforme d’irradiation du SECR : le laboratoire des rayonnements
appliqués (SECR/LABRA). L’irradiation a été réalisée a partir d’irradiateur au ®°Co, avec un
débit de 1kGray/h, permettant la dégradation du composé dans des conditions de temps et de
colts d’irradiation raisonnable pour une premiére approche. Les premiéres mesures n’ont pas
permis de mesurer de composés partages dans la phase octanol. Ce résultat suggere que les
produits de dégradation sont encore plus hydrophiles que le composé mére. Le procedé a donc
été adapté afin de mesurer des coefficients de partage plus faibles. Alors que pour le composé
pur, des rapports Vo/Va ~ 10 étaient utilisés, pour les produits de dégradation un rapport Vo/Va
jusque 50 a été mis en ceuvre. Pour un tel rapport, le prélévement de la phase aqueuse devient
délicat. Un montage spécifique est alors nécessaire afin de prélever une fine portion de la phase
aqueuse équilibrée, sans risque de « contamination » par I’octanol (Figure 44).

Figure 44. Montage expérimental de partage et de prélevement des échantillons de forte hydrophilie.
A gauche : mesure des « blancs », i.e. phase aqueuse sans solutés, équilibrée avec de 1’octanol.
A droite : zoom sur le prélévement de la phase aqueuse.
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L’équilibre des phases aqueuses de faible volumes est réalise par agitation modérée avec
un barreau aimanté adapté. Sur la Figure 44 sont représentés sur la photo de gauche les phases
d’équilibre et de prélévement de 3 échantillons. Les deux flacons sur la gauche correspondent
a deux mesures de « blancs », i.e. mesures du COT en phase aqueuse en absence de solutés.
Ces valeurs servent de référence a la mesure de I’échantillon (a droite). Des tubes de
prélévement sont positionnés dans la phase aqueuse avant 1’ajout d’octanol, limitant les risques
de contamination des prélévements aqueux par 1’octanol. Les prélévements sont conditionnés
dans des vials analysés directement ou stockés a -4°C. Les données expérimentales obtenues
sur 3 rangs de partage sont présentées dans le Tableau 24.

Tableau 24. Données expérimentales des phases agqueuses provenant de I’irradiation du Sikafluid® sur
3 rangs de partage. Les erreurs estimées sur les valeurs de CIT et COT sont respectivement 2ocit =
6,06% et 26cot = 54,10%.

CIT CT COT Volume
Echantillon
(mol(C)/L) (mol(C)/L) (mol(C)/L) (mL)
0.1 3,74.10° 2,57.10* 2,20.10* 4,64
11 7,68.10° 3,89.10* 3,12.10% 4,64
1.2 - - - 224,54
Blanc 1 (1.1) 1,50.10* 4,01.10* 2,51.10* -
Blanc 2 (1.1) 1,35.10" 3,97.10™ 2,61.10™ -
2.1 1,02.10* 4,28.10* 3,26.10% 4,08
2.2 - - - 234,37
Blanc 1 (2.1) 5,84.10° 1,02.10* 4,36.10° -
Blanc 2 (2.1) 6,44.10° 1,13.10" 4,87.10° -
3.1 8,54.10° 3,48.10* 2,63.10* 3,57
3.2 - - - 238,02
Blanc 1 (3.1) 8,66.10° 1,23.10* 3,67.10° -
Blanc 2 (3.1) 7,99.10° 1,26.10°* 4,61.10° -

L’utilisation de ce montage a permis de tester le procédé Paw sur 3 rangs de partage pour

I’échantillon de SikaFluid® irradié. Les coefficients de partage mesurés pour chaque rang de
partage sont présentés dans le Tableau 25.
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Tableau 25. Coefficient de partage mesuré pour chaque rang de partage. 2% d’erreur pris en compte
sur la mesure du COT.

Rang de partage Phase obtenue Coefficient de partage
1 01>11&12 Log Papp = -2,91 + 0,17
2 112>21&22 Log Papp =-3,01 £ 0,12
3 21>31&32 Log Papp = -2,65 + 0,10

Les résultats obtenus pour les trois rangs sont proches au regard des incertitudes pour
des coefficients de partage aussi faibles (Log Papp < -2,5). En effet, au fil des partages sur la
branche hydrophile (¢i.1), une faible quantité de composés est supposée migrer vers la phase
octanol. On retrouve alors des composeés de plus en plus hydrophiles en augmentant les rangs
de partage sur les phases i.1. Pourtant, dans le Tableau 25, le coefficient de partage associé aux
phases 2.1 & 2.2 est plus faible que celui associé aux phase 3.1 & 3.2. Ce résultat est
probablement d aux limites de la technique analytique utilisée. En effet, les concentrations, de
plus en plus faibles, deviennent difficilement mesurables par analyseur COT. Le profil
lipophilique de ce mélange a tout de méme été analysé, et présenté sur la Figure 45. Les barres
d’erreurs, tout comme pour la cellulose, correspondent a la variation du modéle sans
modification des conditions (volumes et COT). Les données sont peu satisfaisantes, sachant
que seulement 4 phases ont pu étre ajustés (0.1, 1.1, 2.1 et 3.1) sur ’ensemble du systeme. Une
variation de 33% de la composition des familles les + hydrophiles est déterminée pour 10
ajustements réalisés.
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Figure 45. Profil lipophilique d’un échantillon de SikaFluid® dégradé par irradiation. Les barres
d’erreurs correspondent a la variation du mode¢le, sans modification des conditions (volumes et COT)
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Ainsi, ’analyse en COT, dont le bruit de fond est de 1’ordre de 1,15.10 mol (C)/L en
phase aqueuse, permet difficilement 1’application du procédé Paw pour des hydrophilies aussi
élevées (Log Papp < -2,5). Un rapport de volume Vo/Va plus important permettrait d’observer
la migration des composés de facon plus fiable. En effet, plus le volume de la phase organique
est important, plus les composés hydrophiles pourront migrer facilement dedans. En attendant,
la technique reste utile pour observer les familles de lipophilies des solutés dont le Log Papp >
-2.

Conclusion

Les applications testées mettent en lumiére 1’intérét du procédé Paw dans différents
domaines. La caractérisation des mélanges est généralement une tache compliquée qui requiert
des équipements spécifiques et coliteux. L utilisation de ce procédé est simple et du matériel
classique de laboratoire permet son élaboration. Le procédé Paw permet de déterminer le profil
lipophilique des solutés du mélange contribuant a la grandeur mesurée (14C, COT).

Les applications testées précisent également les limites du procédé. La réalisation des
expériences de partage nécessite plusieurs heures d’équilibration. Cette cinétique limite le
nombre de rangs de partage et donc la résolution du procédé. Par ailleurs, la mesure de
composés tres hydrophiles ou trés hydrophobes nécessite d’optimiser les rapports de volumes
de phases, ce qui représente une seconde limitation du matériel classique. L utilisation de
volumes faibles (< mL) est en effet limitée par 1’évaporation ou I’étape de séparation. La
conception d’un systeme dédié en milli ou micro-fluidique permettrait d’améliorer en méme
temps ces deux points: la cinétique d’équilibre et la manipulation de faible volumes.

Le procédé Paw pourrait ainsi s’adapter a différentes applications. La caractérisation des
sources radiomarquées donne déja des résultats intéressants. D’autres applications, en
particulier sur la caractérisation des déchets radioactifs, comme les déchets graphites seraient a
développer mais nécessitent la manipulation d’échantillons de plus forte activité. Concernant
les échantillons « naturels », la qualité de I’eau est définie par le biais de normes, évoquées
précédemment. L’utilisation du procédé Paw avec des détecteurs adaptés a certaines de ces
normes (COT, COP, DCO, turbidité) est tout a fait envisageable. Les données de lipophilie
renseigneraient alors sur la complexité des mélanges, ainsi que les propriétés de rétention et de
bioaccumulation des solutés.

Les premiers essais réalisés sur des plastiques dégradés, sont également encourageants,
méme si la précision des mesures de COT et la solubilité de 1’octanol dans la phase aqueuse
limitent la précision de I’analyse. Dans ce contexte sur la dégradation des plastiques,
I’utilisation du procédé sur des colloides est également envisageable avec des détecteurs
spécifiques ou une étape de filtration des phases récoltées. Toutefois, I'intérét d’une telle
méthode reste a investiguer, au regard des liens entre les propriétés de lipophilie des colloides
et de leur devenir environnemental, corrélations assez peu examinées.
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Un grand nombre d’enjeux environnementaux et industriels sont concernés par I’analyse
des composes organiques dans les eaux et les effluents. De nombreuses techniques sont
développées pour la mesure de ces composes organiques. Toutefois, certaines techniques de
pointe restent difficiles a mettre en ceuvre de maniére systématique. D’autres, comme les
techniques d’identification peuvent s’avérer insuffisantes pour la mesure de mélanges de
contaminants complexes ou inconnus. C’est par exemple le cas pour la mesure des échantillons
issus de dégradation des composés carbonés (polymeres, graphite). L’objectif de ce travail a été
de développer un procédé simple mais complémentaire aux techniques analytiques actuelles.
Le procédé d’analyse Paw, s’intéresse en particulier a la lipophilie des solutés présents dans un
mélange, propriété utile dans de nombreux domaines d’applications.

La lipophilie est classiquement mesurée par un équilibre unique de partage liquide-
liquide. Une premiére étude a d’ailleurs été menée afin de quantifier la lipophilie d’un large
¢ventail de composés organiques ionisables. Toutefois la mesure d’un équilibre de partage
liquide-liquide ne présente que peu d’intérét pour un mélange de solutés. Pour 1’analyse de
mélanges, le procédé Paw utilise une séquence de partages liquide-liquide, selon plusieurs rangs
en série. L’utilisation de différents types de détecteurs est possible pour suivre chaque étape.
Cette méthode se démarque essentiellement par son originalité et sa simplicité de mise en
ceuvre. A 1’exception de la partie « détection », il ne nécessite qu’un matériel classique et
facilement adaptable aux conditions du systeme (pH, solvant). Par exemple les rapports de
volumes de phases, sont ajustables afin de cibler des fractions de lipophilies élevées
(Vo/Va <<1) ou au contraire faibles (Vo/Va >>1). L’analyse peut étre faite sur des échantillons
liquides aqueux ou organiques, des solutés ou des colloides, et s’adapte a une large gamme de
pH ou de forces ioniques.

L’analyse développée fournit un diagramme de lipophilie répartissant des familles de
solutés contribuant & la grandeur mesurée. Une premiére sélection de détecteurs a été testée.
L’utilisation de la scintillation liquide permet de mesurer aisément des concentrations faibles
de marqueurs (<< 107 mol L) et a fourni de bon résultats. L’analyse du COT est adaptée aux
échantillons plus concentrés (>10* M). Toutefois, les mesures sont limitées pour les
échantillons hydrophiles, Log Papp < -2,5, dont le partage est masqué par la solubilité de la
phase organique dans I’eau. Cette limitation pourrait étre contournée par pré-concentration des
échantillons ou par utilisation de solvants moins solubles dans I’eau que I’octanol. Des mesures
en spectroscopie ont également été testées. Le suivi de composés avec des spectres spécifiques
est tout a fait envisageable. Par exemple, certaines longueur d’onde proche de 1I'UV
permettraient de cibler la matiére organique naturelle. Le suivi UV-Vis, aisé et précis, est
¢galement envisagé pour 1’¢talonnage d’un appareil millifluidique dedié, par utilisation de
mélanges d’étalons de lipophilie connue. Enfin, des essais ont également été réalisés en
spectroscopie de fluorescence. Ces derniers n’ont pas été concluants, car la modification du
milieu au cours des étapes affecte les rendements de fluorescence des composés et leur détection
au cours du procédé.

Ainsi, le choix du détecteur, et donc des solutés ciblés, reste flexible. De premieres
validations de la technique sont acquises avec différents « détecteurs » : spectroscopie UV-Vis,
COT, Scintillation liquide. Ces essais démontrent une certaine universalité de la méthode, qui
a défaut d’identifier des composés, peut cibler un indicateur précis, comme le carbone dissout,
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I’absorbance, etc. Ainsi, une extension du procédé serait intéressante via la mesure comme
signal d’indicateurs spécifiques a la qualit¢ de ’eau: fractions organiques dissoutes ou
particulaires, demande (bio)chimique en oxygene, turbidité, etc. Le choix du détecteur
conditionne néanmoins I’interprétation des résultats et on notera que la méthode basée sur le
partage liquide-liquide présente essentiellement un intérét pour les composés organiques
(molécules, complexes, polymeres, colloides).

Un modele d’interprétation mathématique a été¢ développé afin d’estimer un profil de
lipophilie a partir des résultats experimentaux. Ce modele est indépendant du « mode de
détection » choisi. Ce modele utilise les données du dernier rang de partage, qui représente le
plus grand ensemble de données indépendantes. Les autres mesures issues des rangs de partages
intermédiaires (n<nMAX), sont interdépendentes. Leur utilisation permet essentiellement
d’améliorer la précision du modele. Une limitation importante demeure la justesse des données
de sortie. Leur variabilité importante est liée au choix des paramétres ajustables et a la résolution
du diagramme de sortie. Actuellement, le procédé testé avec 3 ou 4 rangs de partages, utilise 23
ou 2* données d’entrée indépendantes. Ces nombres conditionnent la résolution de la mesure,
limitée ici a trois familles distinctes hydrophile / lipophile / amphipolaire. Cela correspond déja
a 5 parametres ajustables, i.e. 2 pourcentages et 3 lipophilies (le pourcentage de la troisieme
famille étant fixé par les deux premiers). Un plus grand nombre de données, i.e. 28 a 21°
données, augmenterait significativement la résolution d’analyse. Pour ce faire un
développement spécifique est proposé, visant I’automatisation des étapes expérimentales et la
diminution du temps d’équilibration.

Le procédé actuel a été utilisé pour la mesure de quelques échantillons réels. L’estimation
d’impuretés dans les sources radiomarquées est délicate lorsque les impuretés sont de polarité
opposée au composé majoritaire. L’utilisation d’un couplage HPLC-en phase inverse puis
directe ou avec un fluide supercritique permet de pallier a ce défaut mais demeure contraignant
a répéter régulierement. L’utilisation du procédé Paw, est une maniere simple et
complémentaire de contréler la pureté ou la dégradation d’une source au cours du temps. Il
permet, avec un nombre de rang de partage limité (2 a 3) de quantifier de faibles teneurs en
impuretés, inférieures au pourcent, et de purifier par la méme occasion la source. Dans une
seconde application, le profil de lipophilie de la cellulose a été comparé aux composeés identifiés
dans sa dégradation. La famille lipophile n’avait pas encore été identifiée dans les produits de
dégradation, et permet d’ouvrir de nouvelles pistes sur la caractérisation de ce mélange. Enfin,
de premiers essais ont été réalisés sur la dégradation d’adjuvants cimentaires. Bien que
préliminaires, ces résultats augurent de nouvelles possibilités sur la mesure de matériaux
dégradés et a haut pH (>13). L’application a divers matériaux issus de la dégradation des
déchets est ainsi imaginable. Dans les cas des déchets issus de la radiolyse basique des
graphites, une quantification des fractions lipophile (retenue) et hydrophile (labile) est
envisageable, mais nécessite la séparation des composés porteurs de 14C des autres émetteurs
de rayonnement. Un autre champ d’application pourrait concerner le suivi de la dégradation des
déchets plastiques et les propriétés des fractions relachees. Il serait ainsi intéressant de tester le
procédé avec des déetecteurs adéquats : COT sur les fractions dissoute ou colloidale, diffusion
dynamique de la lumiere, ou diffraction laser. La mesure des propriétes des fractions dispersées
ou dissoutes en fonction de 1’état de dégradation des polymeéres fournirait une information
supplémentaire pour ’analyse de leur labilité dans 1’environnement.
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Annexe 1. Banque de spectres UV-Visible
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Spectres de I’évolution du coefficient d’extinction molaire € de I’acide isophtalique
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Annexe 1. Banque de spectres UV-Visible

Spectres de I’évolution du coefficient d’extinction molaire € des composés aromatigques
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Annexe 1. Banque de spectres UV-Visible

Spectres de I’évolution du coefficient d’extinction molaire € des composes aromatiques 2
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Annexe 2. Evolution du
coefficient de partage des

mélanges étalons UV-Visible




Evolution du coefficient de partage dans le mélange 2, en fonction de ’extraction. Les
concentrations initiales sont recensés dans le Tableau 12, avec pH = 7,1, F.I.= 0,17, Va ~
200 mL et Vo ~ 50 mL.
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Evolution du coefficient de partage dans le mélange 3, en fonction de ’extraction. Les
concentrations initiales sont recensés dans le Tableau 12, avec pH = 7,1, F.I. = 0,17, Va ~
200 mL et Vo ~ 50 mL.
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Annexe 3. Resultats des
mélanges etalons UV-Visible
2et3




Annexe 3. Résultats des mélanges étalons UV-Visible 2 et 3

Comparaison des modeéles pour le melange 2.
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Résumé : L’analyse des solutés organiques est un enjeu
majeur pour le suivi de I’environnement ou de la gestion
des déchets (plastiques, radioactifs). Dans le cas des
mélanges de contaminants, les méthodologies classiques,
d’analyses ciblées, sont parfois limitées. C’est le cas
lorsque les solutés a analyser sont inconnus, non
référenceés dans les bases de données, ou lorsque les
mélanges sont trop complexes pour permettre une
identification  exhaustive des solutés. D’autres
méthodologies sont aussi développées, comme les
analyses non-ciblées, de marqueurs d’effet ou de criblage.
Le sujet présenté développe une technique non-ciblée
innovante visant la caractérisation des mélanges
complexes de solutés organiques. Cette technique
nommée Paw « Partition of Aqueous Waste », utilise le
partage liquide-liquide afin de quantifier les propriétés de
lipophilie des solutés, via un coefficient de partage
octanol/eau (Pow). Généralement, la mesure d’un état
d’équilibre ne permet que d’accéder a une grandeur
moyenne sur l’ensemble des solutés du mélange.
L’originalit¢ de la méthode consiste a utiliser une
succession d’états d’équilibres, visant a discriminer
différentes familles de solutés, ayant des propriétés
semblables. Un modéle d’interprétation spécifique est
développé, et vise a obtenir en sortie du procédé le profil
de lipophilie des solutés composant le mélange.

Parmi les avantages du procédé Paw, on peut noter qu’il
est relativement facile a mettre en ceuvre et ne nécessite
pas la connaissance ou I’identification des composés
caractérisés. A défaut d’identification des solutés, la
mesure d’une de leur propriété, la lipophilie, fournit une
donnée quantitative fortement corrélée a d’autres
paramétres physico-chimique, comme les propriétés de
rétention, la bioaccumulation, ou la solubilité. Par
ailleurs, divers types de composés peuvent étre ciblés
(composes organiques, porteurs de 14C, solutés
absorbants) en fonction du type de détection utilisée:
Carbone organique total, Carbone-14, absorbance UV-
Vis, Demande chimique en oxygéne, etc. La faisabilité
du procédé est démontrée sur des mélanges étalons, et
dans différentes conditions : pH 1 a 13, détecteurs UV,
COT ou a scintillation. Différentes applications sont
testées, par exemple pour le controle de la pureté des
sources radiomarquées ou l’analyse de produits de
dégradation des polymeres. Ces essais illustrent les
avantages et les limites du procédé Paw. Des
développements futurs visant a améliorer les cinétiques
d’équilibration et les volumes d’échantillons
permettraient en particulier de multiplier le nombre
d’étape et ainsi la résolution de la méthode.
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Abstract: Characterization of organic solutes is a major
issue for environmental monitoring or waste management.
In the context of mixtures analysis, the standard and
targeted analyses are sometimes limited. For example, the
identification of solutes can be incomplete when analytes
are unknown or when the contaminant mixtures are too
complex. In such cases, complementary non-targeted
analyses are developed, such as screening or effect
markers analysis. The current work develops an
innovative non-targeted analysis aiming at the
characterization of complex mixtures of organic solutes.
This technique, called “Partition of Aqueous Waste" (Paw)
focuses on the quantification of lipophilic properties of
solutes, typically the n-octanol/water partition coefficient
(Pow). Usually, the measurement of a sole partition
equilibrium provides an average value for all the solutes in
a mixture. Here, the Paw technique consists in achieving a
succession of equilibrium states, by performing multiple
liquid-liquid partition experiments. Experimental results
are then interpreted using a specific model, capable of
estimating the lipophilic profile of the studied mixture.

Results aim at discriminating different families of
solutes from the mixture, regarding their lipophilic
properties (Pow). The Paw technique does not require the
knowledge or the identification of the organic analytes
and is relatively easy to implement. The measurement of
Pow Vvalues provides a quantitative data, correlated to
other physicochemical parameters, such as retention
properties, bioaccumulation, or solubility. Various types
of compounds can be analyzed depending on the
detection method (Total organic carbon, 14C, UV-Vis
Absorbance), with a potential sensitivity to both
hydrophilic ions and lipophilic neutral compounds. The
feasibility of the process was demonstrated on standard
mixtures, under various conditions: from pH 1 to 13,
using UV-Vis, total organic carbon, or liquid
scintillation detection. Different applications are tested,
such as the control of radiolabeled source purity, or the
monitoring of polymer degradation. On-going
developments aim at reducing sample volumes, for
example using milli-fluidic devices. This may improve
the equilibration Kinetics, thus increasing the number of
partition steps and the overall resolution of the analysis.




