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Liste des abréviations

6 : déplacement chimique
A : longueur d’'onde

AF1 : ArsénoFluorl

AsB : arsénobétaine

APSAL : (4E)-4-(2-hydroxybenzylideneamino)-1,2-dihydro-2,3-dimethyl-1-phenylpyrazol-5-
one

ATP : adénosine 5'-triphosphate

BAL : British Anti Lewisite

BPBT : 2,4-Dihydroxy benzophenone-2-amino thiophenol

CCA : arséniate de cuivre et de chrome

CCM : chromatographie sur couche mince

CDI : 1,1-Carbonyldiimidazole

CIFRE : Conventions Industrielles de Formation par la REcherche
CIRC : Centre International de Recherche sur le Cancer

CNESST : Commission des Normes, de I'Equité, de la Santé et de la Sécurité du Travall
CSIRO : Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation
Cys : cystéine

d : doublet

DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DCU : 1,3-dicyclohexylurée

DLso : dose létale médiane

DLS : diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic Light Scattering)
DMA : acide diméthylarsinique

DMSO : diméthylsulfoxyde

dg : double quadruplet

DRO : dérivé réactif de 'oxygene

dt : double triplet

DTT : dithiothréitol

eg. : équivalent

ESI : ionisation par électronébuliseur (Electrospray lonization)

EV : éthyl violet

FAAS : spectrométrie d’absorption atomique de flamme

FAFS : spectrométrie de fluorescence atomique de flamme
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Gly : glycine

GSH : gluthathion

HOAt : 1-hydroxy-7-azabenzotriazole
HOBt : 1-hydroxybenzotriazole

ICP-MS : spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif

m : multiplet

M : masse molaire

MET : microscope électronique a transmission
min : minutes

MMA : acide monométhylarsonique

m/z : rapport masse sur charge

NADH : nicotinamide adénine dinucléotide
NAPSAL : naphthalene-salisaldehyde
NHS : N-hydroxysuccinimide

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAT : potassium antimonyl tartrate

PC.: phytochélatine

PDCA : acide 2,4-pyridinedicarboxylique
ppb : partie par billion

ppm : partie par million

ppt : partie par trillion

PVC : poly(chlorure de vinyle)

R : rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire
rpm : tours par minutes (revolutions per minute)
s : singulet

sext : sextuplet

t: triplet

TCEP : tris(2-carboxyethyl)phosphine
TETRA : ion tétraméthylarsonium

TFA : acide trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TMA : triméthylarsine

TMAO : oxyde de triméthylarsine
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UNICEF : United Nations Children's Fund
Xyl : xylane
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Introduction

La contamination de I'environnement par l'arsenic est une problématique émergente et
préoccupante a I'échelle mondiale. L’arsenic est un métalloide retrouvé a I'état de trace dans
lenvironnement, mais il se retrouve anormalement concentré dans certains de ses
compartiments, principalement du fait de I'activité humaine. La mobilisation de I'arsenic par
des phénomeénes naturels, tels que le lessivage des sols, entraine une contamination des
ressources en eaux et provoque son entrée dans la chaine trophique et la contamination de
’Homme. La présence d’arsenic dans les ressources en eau est devenue un probléme
environnemental et éco-toxicologique majeur pour un certain nombre de pays. La population
du Bangladesh présente les niveaux d’exposition actuels les plus élevés. En effet, les eaux
potables approvisionnant plusieurs centaines de millions de personnes présentent des taux
d’arsenic bien supérieurs a celui préconisé par I'Organisation Mondiale de la Santé de 10 ppb
soit 10 pg/L. De nombreuses régions sont concernées dans le monde, telles que le
Bangladesh, I'Argentine, le Vietnam, la Chine... En France plusieurs régions sont touchées
comme le Massif Central, les Vosges, les Alpes et 'Auvergne, par la présence d’arsenic a des
taux élevés dans le sous-sol. Certaines sources de la région Limousin (Commune de Vaulry
en Haute-Vienne et de Saint-Vaury en Creuse) présentent également des concentrations en
arsenic élevées. La directive n° 98/83/CE de I'Union Européenne du 3/11/1998 relative a la
qualité des eaux destinées a la consommation humaine a fixé en droit européen a 10 ppb la
valeur en arsenic pour I'ensemble des eaux potables, a I'exception des eaux minérales
naturelles et des eaux médicinales. Le décret n° 2001/1220 du 20/12/2001 a repris la méme
valeur de 10 ppb en droit frangais. |l stipule également que la concentration en arsenic d’une
eau brute potabilisable (eau souterraine ou de surface pouvant devenir une eau potable) doit

étre inférieure a 100 ppb.

L’arsenic et ses composés organiques ou inorganiques sont trés toxiques pour ’homme et
I'environnement. Sa toxicité est liée a sa biodisponibilité et a sa bioaccumulation qui dépend
notamment de sa spéciation. En effet I'exposition a I'arsenic par inhalation ou ingestion d’eau
contaminée est a l'origine de cancers du poumon, de la peau et de la vessie. L'ingestion d’eau
ou d’aliments comme les poissons, les crustacés ou encore le riz constitue la principale voie

d’exposition a I'arsenic pour la population

Au vu des risques environnementaux et humains que I'arsenic peut engendrer, I'importance
de détecter, suivre et quantifier I'arsenic inorganique dans I'environnement n’est plus a
démontrer. La détection et la quantification de I'arsenic dans les eaux de surface, dans les

eaux souterraines ou dans les sols apparaissent comme les principaux objectifs de son suivi
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dans l'environnement. La clé pour y parvenir est de trouver des méthodes analytiques
adaptées. Actuellement, la plupart des analyses dévolues a I'arsenic se font sur des machines
en laboratoire. Cet équipement est cher, volumineux et il est généralement situé loin des lieux
de collecte. Cela entraine un délai allant de plusieurs heures a plusieurs jours avant de
connaitre la concentration en arsenic d’'un échantillon. Ce délai pose un réel probléme sanitaire
car il peut causer des intoxications arsenicales sur des populations en attente des résultats
d’analyse de leurs puits. Des outils de terrain efficaces (mesure fiable, rapide et peu colteuse)
pour la détection de la présence d’arsenic dans I'eau et si possible jusqu’a des limites de
détection en accord avec les besoins des usagers (normes eaux potables, normes rejet eaux
usées) doivent étre mis a disposition afin de pouvoir établir un diagnostic rapide de la qualité
des eaux. Pour I'heure, il existe deux techniques commercialisées pouvant étre utilisées sur
le terrain. La premiere, onéreuse, est basée sur la voltammétrie (appareillage a 7000 €) et
nécessite un personnel qualifié pour son utilisation. La seconde a environ 2 €/analyse se
présente sous le format de bandelette. Elle permet la mesure de teneurs en arsenic avoisinant
les 10 ppb, mais nécessite la génération d’arsine (forme la plus toxique), l'utilisation de

bromure de mercure et donne jusqu’a 33% de faux positifs.

C’est pourquoi I'entreprise Novassay entend développer, grace a son savoir-faire, de
nouveaux outils de terrain spécialement dédiés a la détection de I'arsenic inorganique pour
répondre a une demande analytique croissante. L’objet du travail de thése présenté dans ce
document, consiste au développement d'une méthode de dosage colorimétrique pour une

application a I'arsenic inorganique contenu dans des échantillons liquides.

Le manuscrit présentera tout d’abord dans un premier chapitre bibliographique, une approche
historique de la relation entre ’'homme et I'arsenic. Ensuite, la spéciation de I'arsenic selon les
conditions acido-basiques et oxydo-réductrices du milieu sera abordée. Cela permettra ainsi
par la suite de comprendre sa mobilité, de méme que sa répartition dans les différents
compartiments environnementaux. La toxicité de I'arsenic selon ses différentes espéces vis-
a-vis de ’lhomme sera ensuite décrite, puis une rapide présentation de la répartition mondiale
permettra de mettre en lumiére I'enjeu sanitaire a I'échelle planétaire. Les actuelles techniques
commercialisées de dosage de l'arsenic, qu’il s’agisse des méthodes de laboratoires ou des
méthodes nomades pouvant étre utilisées directement sur le terrain, seront présentées avec
leurs divers avantages et inconvénients. Cela aménera a décrire les différentes méthodes
colorimétriques de dosage de I'arsenic présentement existantes dans la littérature, pouvant
étre candidates a I'élaboration d’'un nouveau kit de terrain. Une présentation de I'entreprise

Novassay introduira ainsi le souhait de cette derniére de développer une nouvelle méthode de
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terrain de dosage de l'arsenic. Dans cette partie, seront présentés les enjeux et les objectifs
de la thése avant d’aborder le chapitre des résultats.

Ainsi, dans un deuxiéme chapitre, nous présenterons dans un premier temps I'élaboration d’'un
nouveau protocole de dosage colorimétrique de I'arsenic basé sur la méthode dite au bleu de
molybdéne. Ce nouveau protocole est issu d’'une optimisation des protocoles déja existants et
de l'utilisation d’'une membrane filtrante permettant une lecture colorimétrique sur support
solide. Dans une deuxiéme partie, nous détaillerons le développement d’'une méthode de
dosage inédite de I'arsenic par l'intermédiaire de nanoparticules d’or et nous en discuterons
les résultats. Dans cette partie, nous présenterons entre autres choses la synthése d'une
molécule dont le mode d’action est bio-inspiré, analogue a celui d’'un complexant naturel de
I'arsenic, connue pour avoir une forte affinité avec ce dernier. Les tests de dosage de I'arsenic
avec cette molécule seront réalisés sur deux types de nanoparticules d’'or, les premiéres
stabilisées par le citrate trisodique, les secondes stabilisées par un xylane, hémicellulose issue
du bois.
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Chapitre I. Bibliogra

I I arsenic

« Métal d'un gris brillant qui, en se volatilisant au feu, répand une forte odeur{ail, trés friable,
volatil & 180°C. Il n'est pas vénéneux tant qu'il reste a I'état métallique, mais les composés
sont de violents poisons, a lI'exception des alliages. Arsenic ou arsenic blanc, nom vulgai
I'acide arsénieux, qui est un violent poison. »

Il a pour synonyme « poison » et pour antonyme « remede ». L’arsenic est donc par définition
considéré comme un poison violent, mais tel n’a pas toujours été le cas.

Il aurait été isolé pour la premiére fois sous forme élémentaire en 1250 par I'alchimiste Albert

Magnus qui 'aurait préparé en faisant chauffer de la suie avec de I'orpiment. (Figure 1)

Figure 1. Symbole alchimique de I’arsenic

Le mot « arsenic » vient du grec ancien arsenikon qui signifie vaillant, audacieux, puissant et
que l'on traduit plus généralement par « qui dompte le méle » en raison de ses propriétés
puissantes. Les grecs de 'antiquité avaient identifié deux minéraux arséniés, I'un rouge appelé
sandarach et connu aujourd’hui sous le nom de réalgar, I'autre jaune appelé arsenikon connu
aujourd’hui sous le nom d’orpiment. Les grecs utilisaient ces minéraux sous forme de pate
pour soigner les ulcéres cutanés.* Au XI°™ siécle, les Arabes ont identifié un troisieme type
d’arsenic, il s’agissait de I'arsenic blanc correspondant au trioxyde d’arsenic. C’est d’ailleurs
de cet arsenic blanc dont on parle lorsqu’on utilise le mot « arsenic ». Sous la dynastie Song,
les Chinois utilisaient le réalgar pour soigner les problémes de peau comme les furoncles ou
les abces. Il était dit que les serpents avaient peur du réalgar et qu’il permettait de repousser
les bétes dangereuses. C’est ainsi que le réalgar était souvent porté en amulette car on lui
prétait le pouvoir d’éloigner les fantdmes.?

C’est avec cette méme croyance que les alchimistes de Moravie brilaient du réalgar dans les
maisons afin d’exorciser les démons. Ces interventions étaient trés onéreuses pour les
habitants. lls se sont vite rendu compte que les fumées toxiques d’arsenic avaient une forte

odeur aillée et ont ainsi remplacé le réalgar par de l'ail. C’est en associant cette superstition
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au mythe des vampires sévissant a I'époque, que serait née la Iégende que l'ail aurait le

pouvoir de les repousser.®* (Figure 2)

MAIS CA SENT

A QUI BRULENT DES
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Figure 2. Deésin d’Ydel pour I’Almanach 2010 du Garde-mots

En Inde dans la région du Punjab, I'arsenic blanc était utilisé comme aphrodisiaque.® Il est
d’ailleurs toujours ancré dans l'esprit, qu’il posséde certains pouvoirs magiques. En effet,
aprés s’étre rendus compte que des patients présentaient des cas d’intoxication a I'arsenic,
des médecins ont découvert qu’ils prenaient des remédes délivrés par des « hakims »
(équivalent indien de I'herboriste) qui contenaient du trioxyde d’arsenic, du sulfure de mercure
et de la strychnine.®

Plus proche de nous, en Europe centrale et plus précisément en Styrie dans les Alpes
autrichiennes, aux alentours du XVII®™® siécle, les habitants étaient connus pour étre des
« mangeurs d’'arsenic ». Cette pratique était sensée leur donner un meilleur teint de peau, de
meilleures performances physiques et respiratoires pour crapahuter dans les montagnes, de
se prémunir contre les maladies infectieuses, un meilleur appétit et de meilleures
performances sexuelles. Au milieu du XVII™ siécle, les gitans de la région de Vienne avaient
I'habitude de donner de l'arsenic a leurs chevaux pour les mémes raisons. Cela donnait une
meilleure condition physique et un poil plus lustré a leurs équidés.”

Au cours du XIXemesiecle, la liqueur de Fowler était un tonifiant trés populaire a base d’arsenic.
C’est une solution hydroalcoolique contenant 1% d’arsénite de potassium. Elle a été créée en
1786 par l'inventeur du méme nom et elle était utilisée pour soigner I'épilepsie, I'hystérie, les
troubles de la digestion, la syphilis, les ulcéres, les cancers et les vers. Les doses étaient
établies par le médecin et il devait surveiller chez ses patients, I'apparition de nausées, de
sensations de soif et de douleurs abdominales qui étaient les signes que la liqueur avait atteint

son niveau toxique.®® (Figure 3)
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POISON! CAUTION!
ALCOHOL 2.4%

| ' FOWLER’S SOLUTION DOSE—For an adult one to five drops,

ANTIDOTE—Evacuate stomach with stomach pump or emetics.
Give hydrated oxide of iron, oil, lard, melted butter, milk and
magnesia in large quantities,

CASE’S PHARMACY, The Rexall Store
Rochester Building, Main and Mulbarry Streets, LOGAN, OHIO

Figure 3. Ethuette d’un flacon de ligueur de Fowler

La médecine plus moderne a également utilisé I'arsenic sous forme organique pour certains
traitements. La molécule organoarséniée la plus utilisée est 'arsphénamine, connue sous le
nom de Salvarsan ou de molécule 606. Cette molécule a été synthétisée en 1907 par Paul
Ehrlich.1®*! ’arsphénamine a été grandement utilisée au début du XX®m siécle comme
traitement contre la syphilis notamment pendant les deux Guerres Mondiales en permettant
de remettre sur pied les soldats infectés. Cependant, le Salvarsan pouvait tuer les hommes
de plus faible constitution. Il aura malgré cela été utilisé jusque dans les années 40 ou la

pénicilline a été commercialisée.!?
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B. Spéciation — Répartition - Toxicité

Avec une concentration aux alentours de 5 ppm (mg/Kg) dans la crodte terrestre, I'arsenic est
considéré comme un élément trace et son abondance relative le classe 54°™. Cette
abondance est similaire a celle d’autres éléments comme l'uranium, le brome, l'étain, le
germanium, le tungsténe et le molybdéne.*®* Cependant il peut étre trouvé a de bien plus fortes
concentrations a cause de phénoménes géologiques ou anthropiques. La distribution de
'arsenic dans les différents compartiments environnementaux dépend de plusieurs facteurs
tels que l'activité tectonique, I'activité biologique, I'érosion ... Ces nhombreux paramétres font

du cycle de 'arsenic, un cycle biogéochimique complexe. (Figure 4)

17150 tonnes/an

Hémisphére Nord 85% Atmosphére Hémisphére Sud 15%
1480 tonnes As 1740 tonnes As 260 tonnes As
1-15ng/m’ Temps de séjour: 7-10 jours 1-15ng/m’
t t | | t
2000 tonnes/an 3000 tonnes/an 24700 tonnes/an 26000 - 80000 30 tonnes/an
érosion éolienne combustion de bois d'émission tonnes/an Embruns
I !
160 - 26000 tonnes/an
Volatilisation basse temp. Contir ents
Biosphére
1,84 x 10°tonnes As . \
500 pg/Kg Hydrosphere
28000 Anthroposphére 125000 Eaux continentales Océans
l_ tonnes/an 0,4—10 pg/L sang tonnes/an 6 x 10°tonnes As 5x 10°tonnes As
<10 pg/L 1-2ug/L
Pédosphére |

1,7 x 10° tonnes As \ 46400 tonnes/an

Subduction
5-6mg/Kg 30000 tonnes/an J

activité miniére 38200 tonnes/an

Volcanisme

A870 tonnes/an

Sedimentation

Lithospeére
4 x 10 tonnes As

Figure 4. Schéma du cycle global de ’arsenic entre les différents compartiments
environnementa1ux14*15’16'17'18

La concentration en arsenic varie fortement d’'un compartiment & un autre. La variation de
concentration peut également avoir lieu au sein d'un compartiment selon la localité
géographique. Cependant, I'impact de I'arsenic sur I'environnement ne peut seulement étre
réduit a sa concentration. Du fait de ses transformations chimiques, les transferts entre les
compartiments environnementaux seront impactés et sa toxicité sera exaltée ou bien atténuée

selon les cas.
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1 Spéciation

Selon la classification périodique des éléments, I'arsenic, de numéro atomique 33 et de masse
molaire égale a 74,92 g/mol appartient a la quinzieme colonne, de méme que l'azote et le
phosphore, présentant ainsi de fortes analogies physico-chimiques avec eux. L’arsenic
posséde a la fois des propriétés métalliques et non-métalliques, c’est ce que I'on appelle un
métalloide. C’est un élément monoisotopique, I'arsenic "°As. De par sa structure électronique
([Ar] 3d'° 4s? 4p?) et en raison de trois électrons non appariés sur sa couche externe, I'arsenic
présente quatre degrés d’oxydation : -Ill, 0, +l1l et +V.2° Dans les eaux naturelles, il se retrouve
sous forme d’oxyanions inorganiques. Les formes organiques de l'arsenic peuvent étre
produites par l'activité biologique, principalement dans les eaux de surfaces, mais sont
rarement en proportions importantes. (Tableau 1)

Nom Abréviation Structure chimique d’ox%/gaattion
H
\
Arsine AsH3 s -1l
H
H\
Méthylarsine s~CHg -1l
H
HaC,
Diméthylarsine Js=CHg -1l
H
H3C\
Triméthylarsine TMA SSsCH, -1l
H3C
HO\ O_
Acide arsénieux / As(OH)s / \ )
e As—OH -
Arsénite As(IlI) / > / _'AS © il
HO o)
T ¢
Acide arsénique / AsO(OH)s / _ |
L O=As—OH —As— +
Arséniate As(V) ° O=4s° v
OH o
(|)H
Acide MMA(V) O=As—OH +V
monomeéthylarsonique I
CHg
(|)H
__ Acide DMA(V) O=As—CH, +V
diméhylarsinique I
CHs
i
_Oxyde de TMAO O=As—CHj +V
trimeéthylarsine |
|
Arsénobétaine AsB . ° +V

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018

(@) 5Y-NC-ND |

33
Imen|



lon

‘
p ~ . H,C—As—CH +
tétraméthylarsonium TETRA 3 3 v

OH OH
0

I
R'= HC—As

HyC—As

Arsénosucre +Il/+V

HO 0

OH OH
Tableau 1. Principaux composés arséniés dans I’environnement?°

Dans les écosystemes aquatiques, I'arsenic se présente sous différentes formes chimiques et
comme de nombreux éléments, sa spéciation dépend du pH ainsi que du potentiel d’oxydo-
réduction. (Figure 5) En conditions oxydantes, la forme H,AsO4 est prépondérante a pH acide
et la forme HAsO.* est favorisée en conditions alcalines. En conditions réductrices et a pH

inférieur a 9,2 c’est la forme non chargée de I'arsénite HzAsO3z qui est majoritaire.
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Figure 5. Diagramme potentiel-pH de I'arsenic dans I’eau a 25°C et une pression de 1 bar?!

Ainsi si 'on se place a pH 6,9 la forme non chargée H3AsOs; représente 100% de I'état
d’oxydation (+11l) de I'arsenic et les formes HzAsO4 et H2AsO4 représentent chacune 50% de

I'état d’'oxydation (+V) de 'arsenic. (Figure 6)

100 100
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S 60 3 60 -
Q) ]
2 Arsénite 2 Arséniate
o o
E 40 -Uc 40
= X

20 - 20

0 L 0 '
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Figure 6. Diagramme de distribution de I’arséniate et de I’arsénite en fonction du pH21

Le taux de protonation des oxyanions arséniés est trés important car il influe sur sa mobilité
dans I'environnement. En effet, le pH des eaux souterraines étant généralement compris entre
6 et 8, l'arsenic (Ill) sera majoritairement sous la forme mobile HzAsOs non chargé alors que
I'arsenic (V) sera sous forme chargée H,AsO, et HASO.* et pourra étre retenu par d’autres
particules chargées comme les hydroxydes de fer.?? En conséquence, les concentrations et
les transferts entre les différents compartiments environnementaux sont dépendants des

conditions physico-chimigues du milieu et donc, de la forme chimique de I'arsenic.
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2. Répartition

L’arsenic est un élément ubiquiste présent dans I'atmosphére, les sols, les sédiments, les

milieux aquatiques et la biosphére.??
a) Atmosphére

La teneur en arsenic dans I'atmosphére est de 1740 tonnes a I'échelle planétaire, avec une
répartition de 1480 tonnes dans 'hémisphére nord et de 260 tonnes dans I’hémisphére sud.
Cette grande différence de répartition s’explique par le fait qu’il y a plus de terres émergées
ainsi que plus d’industries dans I'hémisphére nord.

La teneur en arsenic fixé sur des particules organiques en suspension dans l'air est estimée
entre 89 et 99% par rapport a I'arsenic gazeux libre sous forme d’arsine ou d’arsine méthylé.?*
Ces poussiéres contiennent de 'arsenic sous forme de sulfides ou d’oxyde et proviennent de
la combustion de métaux arséniés. Les particules issues de combustion ont un diamétre
moyen de 1 pm avec un temps de séjour dans I'atmosphére estimé entre sept et dix jours.1®2
La quantité d’arsenic libérée dans I'atmosphére en une année est estimée entre 28000 et
84000 tonnes par les différentes sources connues que sont les volcans, les feux de forét,
I'érosion des sols par le vent, les aérosols marins ...1826

L’'impact de 'lhomme sur la teneur en arsenic dans I'atmosphére est difficile a déterminer.
Cependant, des estimations proposent un rapport sources naturelles/anthropiques a environ
40/60. Ces 60% de sources anthropiqgues sont majoritairement dus aux centrales a charbon
et a la métallurgie, notamment celle du cuivre.!* D’autres sources comme [Iutilisation
d’herbicides, la verrerie, les produits de conservations du bois et I'incinération des déchets
participent a la libération totale de 24700 tonnes d’arsenic dans I'atmosphére par an.*

En France, les dérogations du décret 2004-1227 autorisent I'utilisation de sels d’arséniate de
cuivre et de chrome (CCA) pour la conservation du bois si celui-ci n’entre pas en contact avec
la population. Cela comprend entre autres les poteaux électriques et de télécom retrouvés au
bord des routes, les poteaux de cléture, les traverses de chemin de fer et les charpentes de
batiments publics, agricoles, administratifs et industriels. La durée de vie du bois traité au CCA
est estimée a environ 50 ans. Lorsqu'il arrive en fin de vie, le bois est brQlé. Selon les
conditions de combustion, le bois CCA peut relacher jusqu’a 68% de I'arsenic qu'il contient
dans ses fumées.?’

D’apres des données non exhaustives, les concentrations en arsenic atmosphériques seraient
aux alentours de 1 ng/m? dans les zones isolées et de 15 ng/m? en zones polluées.?® Les

concentrations en arsenic dans les eaux de pluies seraient quant a elle de 80 ng/L dans les
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zones isolées, de 370 ng/L en zone rurale et de 12,3 pg/L dans les zones polluées, alimentant

ainsi les autres compartiments environnementaux.
b) Hydrosphére

Dans les eaux de surface, la teneur en arsenic peut fortement varier selon le lieu de
prélevement et le niveau de pollution. Par exemple, une eau de surface non contaminée par
des pollutions naturelles ou humaines, contient généralement des concentrations en arsenic
inférieures a 10 pg/L.** En comparaison, les lacs environnant I'exploitation d’or dans la
région Canadienne du Yellowknife présentent des concentrations en arsenic supérieures a
5000 pg/L.% Dans les eaux souterraines, les teneurs en arsenic sont sensiblement les mémes
bien que certaines eaux puissent atteindre des teneurs avoisinant les 1000 pg/L.*? La
présence de l'arsenic dans les eaux souterraines est liée a sa mobilisation dans les sols.
Comme cela a été expliqué dans la partie sur la spéciation, les conditions géochimiques du
sol traversé par les eaux continentales conditionnent les teneurs en arsenic.®® Dans les
océans, les teneurs en arsenic relevées sont homogenes et restent inférieures a 3 pg/L avec
une moyenne estimée entre 1 et 2 ug/L.3*3® Bien que les composés inorganiques de I'arsenic
soient majoritaires dans les eaux,*® il peut également étre rencontré sous forme organique, du
fait de I'activité biologique (phytoplancton, bactéries, champignons).?! L’arsenic peut ainsi étre
méthylé par des bactéries méthanogénes qui conduisent a la formation de l'acide
monométhylarsonique, de l'acide diméthylarsinique, de I'oxyde de triméthylarsine et de la
triméthylarsine.?3” Les composés organiques complexes de I'arsenic comme l'arsénobétaine
ou les arsénosucres excrétés par les organismes aquatiques aprés leur mort sont rarement
détectés a cause des techniques d’analyses, notamment la génération d’hydrures, qui ne sont
pas adaptées.’® Ce compartiment est alimenté naturellement par des phénomeénes de
lessivage, d’érosion et de volcanisme sous-marin® et alimente principalement le compartiment

lithosphérique par sédimentation et subduction.’:4°
c) Sols

Les sols sont séparés en deux catégories, la lithosphére qui est composée de la crolte
terrestre et d’'une partie du manteau supérieur et la pédosphére qui est la couche la plus

externe de la crodte terrestre abritant la faune et la flore du sol.
(1)  Lithosphere

Dans la cro(ite terrestre, la masse totale d’arsenic est estimée a 4 x 101 tonnes faisant de lui

le vingtieme élément le plus abondant avec une concentration moyenne de 2 mg/Kg.** Les
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principales formes minérales d’arsenic retrouvées dans la lithosphere sont I'arsénopyrite
(FeAsS), le réalgar (AsS), la niccolite (NiAs) et la cobaltite (CoAsS).284228 | a principale source
de contamination en arsenic de la lithosphére provient de I'océan par des phénoménes de
sédimentation et de subduction. Le volcanisme représente quant a lui la principale source de
contamination en arsenic des autres compartiments environnementaux avec un volume de

17150 tonnes par an.1"40
(@  Pédosphére

Selon la nature de la roche source, la concentration en arsenic dans les sols varie entre 5 et
6 mg/Kg.**4*45 La concentration en arsenic inorganique dans les sols est due a sa mobilité et
donc a sa spéciation qui est liée aux conditions physico-chimiques (pH et potentiel Redox).
Ainsi en conditions oxydantes, la forme inorganique maijoritaire est I'arsenic (V) sous forme
d’arséniate (AsO.*) qui est retenue par sorption ou précipitation sur des argiles minérales, des
oxydes/hydroxydes de fer, de manganése et d’aluminium.?%6 Dans les sols en conditions
réductrices et acides, les oxydes et les sulfures d’arsenic (lll) sont les formes les plus stables.
L’arsénopyrite (FeAsS) est la forme la plus couramment rencontrée, notamment dans les
mines d’or. L’arsénopyrite est stable en conditions anaérobiques ou I'arsenic est sous I'état
d’oxydation (lll). Lorsqu’elle est soumise a des conditions aérobiques, elle relargue de I'acide
sulfurique, de I'acide orthoarsénieux (HsAsOs) et de I'acide arsénique (HzAsO4).4’

La forme inorganique n’est pas la seule trouvée dans les sols, en effet I'arsenic peut également
se lier a de la matiére organique et les plus fortes concentrations en arsenic dans la
pédosphére ont été trouvées dans des sols riches en carbone organique.*® Cela s’explique
par I'activité de certain micro-organismes capables de réduire ou d’oxyder I'arsenic minéral en
forme mono-, di- et triméthylée.*® Cependant la présence de ces composés est aussi liée en
partie a I'agriculture qui utilise des pesticides et des engrais.*° L’alimentation de la pédosphére
en arsenic se fait naturellement par les pluies, I'érosion et le volcanisme. Mais I'enrichissement
des sols en arsenic peut également étre d’origine humaine notamment par I'activité miniére
qui relargue des formes soufrées de l'arsenic dans ses eaux usées ou d’exhaures. Les
métallurgies contribuent également a l'introduction d’arsenic dans les sols en rejetant des
oxydes d’arsenic. Ces émissions anthropiques générent localement des concentrations
anormalement élevées et deviendront des sources secondaires pouvant contaminer les autres
compartiments pendant des décennies voir des siécles. Dans ces zones, les concentrations
moyennes observées de 5-6 mg/Kg peuvent facilement atteindre les 100 mg/Kg.
L’enrichissement en arsenic des couches supérieures du sol entraine un rabougrissement des

racines, des problémes de croissance des plantes et la mort des vers de terre.*!
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La pédosphére contamine les autres compartiments par des phénomenes de dégradation
couplés a une érosion éolienne et hydrique ainsi que par de la volatilisation basse température

induite par I'activité biologique du sol.*®
d) Biospheére

La biosphére, comportant tous les étres vivants, constitue également un compartiment a
l'intérieur duquel l'arsenic va se concentrer tout au long de la chaine trophique. Certaines
espéces ont pour cela développé des résistances face a de fortes concentrations en arsenic.
Ainsi, dans une ancienne mine de cuivre en Angleterre & Devon Great Consols, le ver
Lumbricus rubellus présente un moyen de défense bien particulier. La mine de Devon Great
Consols a été au cours du XIX®™® siécle la plus grande source d’'arsenic jusqu’a sa fermeture
en 1903. Aujourd’hui les sols sont fortement contaminés. lls présentent des teneurs en cuivre
d’environ 1645 mg/Kg et des teneurs en arsenic d’environ 9845 mg/Kg, alors que les sols non
contaminés aux alentours présentent respectivement des teneurs de 0,1 et 1,2 mg/Kg. Le ver
a ainsi développé une grande tolérance a I'arsenic et des spécimens prélevés sur le site minier
ont présenté des concentrations de 18 a 37 mg/Kg (masse séche) alors que d’autres
spécimens prélevés sur un site sain présentaient quant a eux des concentrations en arsenic
de 1-3 mg/Kg (masse séche). Ce ver change de couleur en milieu fortement arsénié.
Normalement violet rougeatre, il devient jaune pour les espéces tolérantes.>? (Figure 7)

Figure 7. Lumbricus rubellus provenant d’un site non contaminé a droite de couleur violet-rougeatre et de
la mine de Devon Great Consols a gauche présentant une couleur iaune52

Cette tolérance a I'arsenic et cette modification de couleur seraient dues a une adaptation du
tissu chloragogéne (tissu intestinal des annélides). L’arsenic réagirait avec les molécules
soufrées du tissu chloragogéne et induirait la synthése de métallothionéines dans les

chloragocytes.53

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 39

(@) BY-NC-ND | mEN|



Un autre ver, d’origine marine, le Tharyx marioni, a développé une forte résistance vis-a-vis
de l'arsenic et il est également capable de le bioaccumuler. Il peut ainsi accumuler jusqu’a
2739 mg/Kg d’arsenic (masse séche) qui est concentré dans ses palpes autour de la bouche
ou il peut atteindre des concentrations de 13048 mg/Kg.5*%®

L’algue Chlorella vulgaris peut accumuler jusqu’a 20000 mg/Kg d’arsenic lorsqu’elle a grandi
dans un milieu contenant 100 mg/L d’arséniate. Elle arrive méme a se développer
normalement dans un milieu contenant 10000 mg/L d’arséniate.%®

Il existe également une plante terrestre qui est capable de pousser sur des sols fortement
pollués en arsenic, la fougére Pteris Vittata. Cette plante est capable d’accumuler de fortes
concentrations en arsenic, c’est pourquoi elle est qualifiée d’hyperaccumulatrice. Elle peut
accumuler jusqu’a 64 mg/Kg d’arsenic dans ses frondes lorsqu’elle pousse sur des sols
faiblement contaminés (0,47 — 7,56 mg/Kg) et jusqu’a 23000 mg/Kg lorsqu’elle pousse sur des
sols fortement contaminés (1500 mg/Kg).>’ La fougére aurait développé cette capacité comme
moyen de défense dissuasive contre les insectes herbivores.>® Cette capacité particuliere de
Pteris Vittata est due au fait qu’elle peut réduire I'arsenic (V) en arsenic (lll) puis le stocker
dans ses vacuoles grace a un polypeptide équivalent de la métallothionéine, la
phytochélatine.®® |l s’agit d’'un polypeptide soufré synthétisé par la phytochélatine synthase a
partir du glutathion (y-Glu-Cys). C’est un polymeére de glutathion terminé par un motif glycine
dont la formule générale est (y-Glu-Cys),-Gly avec n variant de deux a onze.%°®! Le
polypeptide majoritaire retrouvé chez Pteris Vittata est la phytochélatine 2 (PC;) composée de
deux sous-unités glutathion.®2%3 L’arsenic (Ill) se complexe avec 3 fonctions thiols de deux
PC,.%* (Figure 8)
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Figure 8. Structure du complexe formé entre I’arsenic (lll) et deux PC264

Le tabac est connu pour étre une plante accumulatrice de métaux lourds®® et elle est capable
de concentrer, entre autres, I'arsenic dans le tissu de ses feuilles.®® Ainsi lors des premiéres
analyses faites sur le tabac de cigarette au début du XX°™ siécle, les teneurs en arsenic
étaient de 150 mg/Kg.%” Ces concentrations trés importantes peuvent s’expliquer par le fait
gu’a I'époque, les insecticides utilisés étaient principalement constitués de sels d’arsenic

inorganique. Par la suite, les analyses sont devenues plus fréquentes et plus précises
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poussant ainsi l'industrie du tabac a éliminer l'arsenic. Vers la fin des années 90, les
concentrations en arsenic dans le tabac était de 0,5 - 0,9 mg/Kg.%8

L’arsenic peut se retrouver en quantité plus ou moins importante dans tout organisme vivant,
ce qui sous-entend qu’il y en a dans la nourriture que nous ingérons. Une étude a été menée

sur 156 aliments représentatifs de ce que nous consommons.® (Figure 9)
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Figure 9. Concentrations d’arsenic inorganique retrouvées dans notre alimentation®°

C’est pourquoi il est important de connaitre son devenir a la cuisson, mais malheureusement
trés peu d’études ont été réalisées sur ce sujet. Toutefois, nous savons que lors de la cuisson
du riz, 'arsenic ne subit aucune modification de spéciation ou autre.” Les plus hautes teneurs
en arsenic sont retrouvées dans les poissons et les fruits de mer ou elles sont en moyenne
entre 5 et 300 ug/Kg et jusqu'a 100 mg/Kg dans certains crustacés.”* Ces fortes teneurs
retrouvées dans les produits de la mer sont a relativiser car 90% de 'arsenic est sous forme
d’arsénobétaine peu toxique. Cependant, l'arsénobétaine se transforme en ion
tétraméthylarsonium a la cuisson. Le taux de conversion est dépendant de la méthode de
cuisson.” Cette transformation est trés importante a prendre en compte car la dose létale
médiane (DLso) de l'arsénobétaine chez la souris est de 10000 mg/Kg alors qu’elle est
guasiment dix fois supérieure pour I"iodure de tétraméthylarsonium avec une DLsy de 900
mg/Kg.” La dose létale médiane est la quantité de substance qui cause la mort de la moitié

de la population exposée lors de I'expérience
3. Toxicité

En dépit de sa réputation dans la culture populaire, I'arsenic n’est pas le plus toxique des
éléments. Il est en effet surclassé par d’autres éléments bien plus toxiques comme le mercure.

De plus, I'arsenic est un élément essentiel du métabolisme des organismes vivants.” La dose
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journaliére recommandée pour I'étre humain est de 20 pg par jour. Ainsi, des carences en
arsenic peuvent entrainer des symptdmes au niveau du systeme nerveux et du systéme
vasculaire.” Cependant, a de plus fortes doses I'arsenic est hautement toxique.

Ce caractére toxique fut utilisé par 'lhomme lors d’'un sombre passage dans I'histoire de
'humanité. C’est ainsi que la Lewisite, un trichlorure d’arsine, fut créé par les Américains en
1918. Mais elle fut surtout utilisée ultérieurement par les Japonais lorsqu’ils envahirent la
Mandchourie en 1937.7% Les halogénures d’arsine se lient aux fonctions thiols des cystéines
des peptides et des protéines, entrainant une rupture des ponts disulfures qui maintiennent
leur structure générale inhibant ainsi leur activité.”” Afin de contrer la menace de la Lewisite,
les Anglais ont utilisé de la British Anti-Lewisite (BAL), qui n’est autre que du dimercaprol. La
BAL se lie a 'halogénure d’arsine avant que ce dernier n’ait le temps de réduire les ponts
disulfures des protéines et de changer leur conformation. "8 La BAL utilisée par les Anglais est

efficace contre la Lewisite car il mime le comportement de I'acide lipoique. (Figure 10)
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Figure 10. Structure du dimercaprol et de I’'acide R-a-lipoique

En effet, la toxicité de l'arsenic (lll) est di au fait qu’il inhibe l'action de la pyruvate
déshydrogénase en se liant a l'acide lipoique comprit dans sa structure. C’est une enzyme
permettant d’oxyder le pyruvate en acétyl-CoA qui est un précurseur du cycle de Krebs
produisant 'ATP." Des études ont montré que I'acide monométhylarsénieux (MMA(I11)) se liait
plus fortement a la pyruvate déshydrogénase que larsenic inorganique, ce qui pourrait
expliquer la différence de toxicité entre ces deux formes.® (Tableau 2) L'inhibition de la
pyruvate déshydrogénase entraine une diminution de la teneur en nicotinamide adénine
dinucléotide (NADH) dans les mitochondries, impliquant par la méme une augmentation du
stress oxydatif et la formation de dérivés réactifs de 'oxygene (DRO). Des souris soumises a
une toxicité chronique a l'arsenic présentent des symptémes de stress oxydatif se traduisant
par la diminution de la teneur en glutathion réduit (GSH). L’administration d’acide a-lipoique
permet de réduire la teneur en arsenic en plus d’avoir un caractére antioxydant (diminution de
la quantité de DRO).8! L’acide a-lipoique est effectivement considéré depuis longtemps
comme un agent protecteur contre I'arsenic.8? Une étude réalisée sur des rats a révélé que
'arsenic peut s’accumuler dans le cerveau en se liant aux fonctions thiols des protéines.
Cependant, si les rats ingérent de I'acide a-lipoique en méme temps que I'arsenic (lll) intégré

a leur alimentation, la concentration en arsenic retrouvée dans le cerveau est plus faible que
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chez ceux n'ayant pas recgu d’acide lipoique. De plus, l'ingestion d’acide a-lipoique permet la
décorporation du toxique en augmentant I'excrétion de I'arsenic dans les urines.®?
Dans la nature, afin de se protéger du caractére toxique, les organismes vivants se sont
adaptés a cette aptitude de I'arsenic (lll) a se lier fortement aux cystéines.® Ainsi, la bactérie
Escherichia coli a développé la protéine de défense ArsR. Cette protéine comporte trois
fonctions thiols de trois cystéines spatialement proches, portées sur une hélice a qui se déplie
pour complexer I'arsenic (l11).85 L’arsenic (lIl) se lie avec trois fonctions thiols pour établir un
complexe en forme de pyramide trigonale. (Figure 11)
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Figure 11. Géométrie proposée du site allostérigue de ArsR avec As(lll) lié & Cys15, Cysl6 et Cys®S d’aprés
les angles et les distances obtenues en cristallographie aux rayons X 84

D’aprés des analyses en cristallographie aux rayons X, lorsque l'arsenic (lll) forme un
complexe pyramide trigonale, les liaisons As-S seraient de 2,23 A et les liaisons S-S seraient
de 3,2 A. Les angles S-As-S seraient quant & eux de 92,7°.8

Lorsqu’il est sous forme de trioxyde As,Os, I'arsenic peut se lier a plus de quarante protéines
différentes qui contiennent au moins deux cystéines spatialement voisines. Cela entraine ainsi
une déstructuration de ces protéines et une modification/suppression de leur activité.®” Cette
capacité toxique d’annihiler I'action de protéines soufrées est utilisée en médecine humaine
comme traitement contre la leucémie promyélocitaire aigué. Les leucémies sont des maladies
se traduisant par une prolifération de cellules malignes dans la moelle osseuse et le sang. Les
personnes atteintes de leucémie promyélocitaire aigué sont porteuses d’une anomalie
spécifique de deux chromosomes menant a la synthése d'une oncoprotéine appelée
PML/RARa responsable de la prolifération de cellules malignes. Le trioxyde d’arsenic utilisé
sous le nom pharmaceutique de Trisenox®, crée un stress oxydatif qui entraine la formation
de ponts disulfures au sein de I'oncoprotéine PML/RARa qui finit par s’agglutiner. Le Trisenox®
se lie également aux fonctions thiols de PML/RARa facilitant son agglutination.88

La toxicité de I'arsenic est donc dépendante de sa spéciation et de sa forme chimique. Des
mesures de doses létales médiane (DLso) ont été réalisées sur des souris et des hamsters.®®
(Tableau 2)
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Forme chimique de I'arsenic Espece animale DLso (mg As/Kg)
Trioxyde d’arsenic As,03 Souris 26
Trioxyde d’arsenic As;O3 Rat 15

Arsénite AsOg3 Souris 8

Arsénite AsOs Hamster 8

Arséniate AsO. Souris 22

Acide monométhylarsénieux Hamster 5
MMA(11)

Acide monométhylarsonique .

MMA(V) Souris 916
Acide diméthylarsinique .
DMA(V) Souris 648
Oxyde de triméthilarsine .
(TMAO) Souris 5500
Arsénobétaine Souris >4260

Tableau 2. DLso de différentes formes de I'arsenic®®

Il apparait que I'acide monométhylarsonique MMA(V) posséde une DLso somme toute relative
alors que sa forme réduite MMA(IIl) est hautement toxique. La méme chose a été observée
concernant l'acide diméthylarsinigue DMA(V).*° La forme la plus toxique de Il'arsenic se
retrouve lorsqu’il est sous sa forme gazeuse arsine AsHs; avec une dose |étale de 250 mg/m?
apres trente minutes d’exposition et 'apparition de symptéomes d’intoxication aprés quelques
heures d’exposition a 3-10 mg/m3.°! Le classement des différentes formes de 'arsenic selon
leur toxicité est donc le suivant :
AsHs; > MMA(III) > As(l1l) > As(V) > MMA(V) > arsénobétaine

L'arsenic peut pénétrer dans l'organisme par plusieurs voies différentes : par inhalation, par
contact avec la peau ou bien par ingestion. Les concentrations de l'arsenic dans l'air sont
généralement trop faibles pour entrainer de réelles pathologies et I'arsenic a du mal a passer
a travers la barriere dermique (absorption généralement inférieure a 10%).%? C'est pourquoi
ces deux voies d'entrée sont souvent considérées comme négligeables vis-a-vis de la
contamination par ingestion d’aliments ou d'eau. Dans les céréales, la teneur en arsenic
inorganique peut étre plus ou moins importante et variée selon les régions. La concentration
en arsenic dans le riz dépend de sa zone de culture, de la méthode agricole utilisée et de son
bagage génétique. Des teneurs en arsenic supérieures a 1,7 mg/Kg ont ainsi été retrouvées
dans du riz cultivé au Bangladesh.®® Concernant les eaux de boissons provenant de nappes
souterraines, I'arsenic est généralement sous forme inorganique.

Lors d’une intoxication a I'arsenic, celui-ci va se concentrer dans le foie, les reins et les
phanéres (ongles et cheveux).®* L'arsenic (V) est généralement réduit en arsenic (lll) par le
glutathion, puis il est méthylé afin de faciliter son excrétion.®® Des études ont montré que la
capacité du corps humain & méthyler I'arsenic sature a partir d'une dose journaliere supérieure

a0,5mg.%
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L'ingestion de fortes doses d'arsenic entraine des symptomes visibles dans les trente a
soixante minutes, cela peut étre retardé s'il est ingéré avec de la nourriture. Une intoxication
aigué a l'arsenic commence généralement avec un go(t d'ail ou un go(t métallique dans la
bouche, les lévres qui brdlent et une difficulté a déglutir (dysphagie). Ces symptémes sont
suivis de vomissements violents, de douleurs abdominales, de diarrhées, de crampes
musculaires, de picotements dans les pieds et dans les mains, de convulsions ...438%9 Ces
symptémes gastro-intestinaux sont le résultat de Iésions intestinales causées par la dilatation
des vaisseaux splanchniques. Les survivants d'une intoxication aigué a l'arsenic subissent
souvent des dommages de leur systéeme nerveux périphérique.®®

La majorité des intoxications a I'arsenic se font sur le long terme et sont dites chroniques.
Cette intoxication chronique a I'arsenic porte un nom, I'arsénicisme. Lors d’'une étude réalisée
au Bangladesh, I'arsénicisme a été classifié en trois étapes.®

Les symptémes du premier stade se traduisent notamment par des mélanoses, des kératoses,
des conjonctivites, des bronchites, des gastro-entérites et du diabéte. La mélanose est une
hyperpigmentation qui se manifeste par des taches noires plus ou moins étendues au niveau
de la peau, des gencives et de la langue. La kératose entraine une augmentation localisée de
I'épaisseur de I'épiderme. Les mélanoses et les kératoses localisées sur les paumes de main

et les plantes de pieds sont spécifiques de I'arsénicisme.'® (Figure 12)
T ae -

Figure 12. Kératose arsénicale

Le deuxieme stade se caractérise par une dépigmentation des zones hyperpigmentées, cela
se traduit par des taches blanches sur des zones noires. Une extension de la kératose a
d’autres parties du corps et une neuropathie périphérique sont également observées.0*

Lors du troisieme stade, apparaissent des néphropathies, des hépatopathies, des
hémopathies et des troubles cardiovasculaires s’accompagnant parfois de gangréne. L’arsenic
est également responsable de I'apparition de cancers.1?

L’arsenic est classé par le CIRC (Centre International de Recherche sur le Cancer) dans le
premier groupe des cancérogenes averés pour 'homme depuis 1980 et en particulier pour le
cancer de la peau. Des études ont montrés qu’il n’y avait aucun doute que l'arsenic pouvait
également entrainer des cancers des poumons ou de la vessie.1® Lors d’'une consommation
réguliere d’'une eau contaminée avec 50 pg/L (ppb) d’arsenic, 'augmentation du risque de
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développer un cancer est de 1 a 5 pour mille concernant le cancer de la vessie masculine et

de 1 pour 100 pour tout autre type de cancer.'%* (Figure 13)
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Figure 13. Effets de ’arsénicisme sur I’organisme

Lorsqu’il est associé a une malnutrition, I'arsénicisme peut entrainer une altération progressive
de la circulation sanguine périphérique des pieds, se manifestant par une sensation de froid
et d’engourdissement, des ulcérations et une coloration noire de la peau due a la gangréne.

Cette maladie est appelée la « maladie du pied noire » (blackfoot disease).1%
C. Enjeu al'échelle mondiale

Ainsi une norme internationale de I'organisation mondiale de la santé (OMS) et la directive
98/83/CE déclarent que l'arsenic ne doit pas dépasser 10 pg/L (10 ppb) dans les eaux de
boissons. Cependant dans certains pays a fortes expositions naturelles a [larsenic
(Bangladesh), les normes nationales ont été rehaussées a 50 pg/L (50 ppb).1%
L’'omniprésence de I'arsenic concerne 100 millions de personnes dans le monde (Figure 14)

qui n’ont pas acceés a I'eau potable (concentration supérieure a 10 ppb).
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Figure 14. Répartition mondiale de sources référencées contaminées a I’arsenic (>50 ppb) dans les
aguiféres et les eaux souterraines 107

Sur ces 100 millions, 45 millions sont exposées a des concentrations supérieures a 50 ppb
dans le Sud/Sud-Est de I'Asie (Bangladesh, Cambodge, Chine, Inde, Laos, Myanmar, Nepal,

Pakistan, Taiwan et Vietnam).108

Le plus grand danger de l'arsenic est donc l'intoxication chronique du fait de son caractére
insidieux avant que les symptdomes ne deviennent vraiment visibles. L’arsenic posséde la
capacité de se mouvoir et de contaminer tous les compartiments environnementaux et
notamment les aquiferes. Cette contamination peut étre d’origine naturelle ou industrielle
(agriculture, mines, sidérurgie ...). C’est pourquoi il est indispensable d’avoir des techniques

d’analyse capable de suivre les évolutions de concentrations en arsenic dans les aquiféres.
D. Techniques d analyse

A I'heure actuelle, les techniques d’analyse peuvent se diviser en deux catégories. Il y a les
techniques d’analyse utilisant de I'appareillage de laboratoire et les techniques d’analyse

nomades pouvant étre utilisées sur le terrain.
L Techniques de laboratoire

Il existe de nombreuses méthodes d’analyse de laboratoire, mais les plus utilisées concernant

I'arsenic sont la spectrométrie atomique et la spectrométrie de masse.
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a) Spectromeétrie atomique

La spectroscopie atomique est une technique qui mesure les absorptions ou les émissions de
lumiére par un atome libre. Elle permet de doser plus d’'une soixantaine d’éléments, métaux
et non-métaux en solution. Les spectrométries d’absorption atomique et de fluorescence
atomique de flamme utilisées seules ne permettent pas de descendre a des seuils de
sensibilité pertinents concernant I'arsenic. Le seuil de détection se situe entre 150 et 300 ppb
pour la spectroscopie d'absorption atomique de flamme (FAAS) selon le constructeur, et de
800 ppb concernant la technique de spectroscopie de fluorescence atomique de flamme
(FAFS).1% || est possible d’abaisser les seuils de sensibilité en utilisant la particularité qu’ont
certains éléments (Ge, As, Se, Sn, Sb, Te, Pb et Bi) a former des hydrures volatils.
L’échantillon doit étre préalablement traité avant d’étre injecté dans l'appareil, pour étre
transformé en hydrure par l'action de dihydrogéne. La procédure consiste a acidifier un
échantillon de quelques dizaines de millilitres, a le placer sous gaz inerte (azote ou argon) puis
d’ajouter du borohydrure de sodium (NaBH.,) stabilisé par de I'hydroxyde de sodium ou de

potassium.° (Figure 15)

NaBH, + 3H,0 + HCI ——> NaCl + H,BO, +% H,”
As(lll) + 2H, ——> AsH; + 1 H,

Figure 15. Production d’arsine (AsHz) par le borohydrure de sodium (NaBH4) en milieu acide

Lors de la décomposition du borohydrure de sodium, il y a libération de dihydrogéne trés réactif
qui produit de I'arsine en réagissant uniquement sur I'arsenic (lll). Le borohydrure de sodium
réduit lentement l'arsenic (V) en arsenic (lll) et permet a terme de produire lentement de
l'arsine. La production d’arsine a partir de I'arsenic (V) est quatre fois plus lente qu’a partir de
I'arsenic (l11).1*! Le dosage de I'arsenic total se fait donc par réduction préalable de I'arsenic
(V) en arsenic (lll) par I'action de liodate de potassium (KIOs3) en milieu acide, ou bien par
action cumulée de liodate de potassium et du chlorure stanneux (SnCl,) pour réduire
également le diméthylarsinate (DMA).11?
Il existe une autre technique afin de produire de I'arsine, il s’agit de celle développée par James
Marsh en 1836. Lorsque I'arsenic (Ill) est en présence de zinc en milieu acide, il produit un
dégagement gazeux ayant une odeur dail, I'arsine.'? (Figure 16)

Zn(0) —= zZn*" + 2¢

2H" + 2e¢ —> H,

As(lll) + 3 e —> As(0)

As(0) + 3e + 3H" —> AsH,

Figure 16. Méthode de Marsh pour la production d’arsine (AsH3) par le zinc (Zn) en milieu acide
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L’arsine produit est soit directement injecté dans l'atomiseur par l'intermédiaire d’un flux
d’azote ou d’argon, soit il peut étre préalablement concentré en passant dans un tube en verre
plongé dans un bain d’azote liquide. Le dosage des hydrures permet de descendre a des
seuils de détection beaucoup plus pertinents. Il est de 0,5-5 ppb pour la spectrométrie
d’absorption atomique et denviron 1 ppb pour la spectrométrie de fluorescence
atomique.'*115 Afin d’augmenter la précision des résultats concernant les différentes formes
d’'un méme élément et de diminuer la probabilité de résultats erronés dus aux interférents
présents dans I'échantillon, il est possible d’utiliser une technique séparative comme la

chromatographie gazeuse ou liquide.
b) Spectrométrie de masse

Le principe de fonctionnement d’'un spectrométre de masse repose sur I'action d’'un champ
électromagnétique sur une particule chargée. L’analyse par spectrométrie de masse nécessite
par conséquent la formation initiale d’ions, a I'état gazeux, a partir de I'échantillon.

Le couplage ICP-MS permet d’analyser simultanément plusieurs éléments, jusqu'a 75
éléments de la classification périodique et a 'avantage d’analyser plusieurs isotopes d’'un
méme élément. Elle permet d’atteindre des limites de détections trés faibles, de 'ordre du ng/L
(ppt) en cas de matrice simple. En effet, cette matrice peut entrainer des interférences dites
non spectrales.

En ICP-MS, il existe deux types d’interférences :

e Les interférences non spectrales sont dues a des effets de matrice et entraine une
diminution ou une augmentation du signal. Elles peuvent étre minimisées en adaptant
la matrice a I'échantillon ou en ajoutant un étalon interne. Cependant concernant
I'arsenic ne possédant qu’un seul isotope "°As, As(lll) et As(V) ont un comportement
différent dans le nébuliseur entrainant des difficultés a résoudre les interférences non
spectrales.

e Les interférences spectrales sont dues a la superposition du signal d’'un autre isotope
ou d’'un ion moléculaire sur le signal de la masse analysée ayant un rapport
masse/charge trop proche. Elles se divisent en trois catégories :

o Les interférences isobariques : elles sont le résultat d’'isotopes de masse égale
mais d’éléments différents et les spectrométres a basse résolution comme le
quadripdle ne peuvent pas les différencier.1®

o Lesinterférences polyatomiques : ce sont les interférences principales de I'lCP-
MS, elles sont dues aux gaz utilisés pour la nébulisation ou la formation du
plasma, a la matrice de I'échantillon ou bien a 'oxygéne/azote de I'air ambiant.

Les éléments des différentes sources d’interférents se dissocient et se
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recombinent dans le plasma sous forme polyatomique dont la masse résultante
interfére avec celle de I'analyte. Par exemple, I'isotope principal de I'argon, “°Ar
avec une abondance naturelle de 99,6%, se recombine avec l'isotope **Cl,
ayant une abondance naturelle de 75,77% pour former “°Ar®Cl. Ce polyatome
posséde un rapport m/z de 75 égale a celle du monoisotope de I'arsenic °As
et les deux pics détectés se superposent entrainant une valeur erronée de la
teneur en arsenic. (Figure 17) Liste des interférences connues de l'arsenic :
40Ar35C|+, 59C016O+, 36Ar38Ar1H+, SSAr37C|+, 36Ar39K, 43C8.1602, 23N312C40Ar,
12C31P1602+.117’118'119'120’121’122'123

75AS*-

75

Figure 17. Interférence polyatomigue du polyatome “°Ar35Cl sur la détection de "SAs par un spectrométre
de masse quadripolaire

o Les interférences dues aux ions doublement chargés : en fonction du second
potentiel d’'ionisation de certains éléments, ainsi que de leur abondance, on
observe la présence d’ions monoatomiques ou polyatomiques doublement
chargés. Ceci a pour effet de donner un rapport m/z égal a la moitié de la valeur
attendue et donc susceptible d’interférer sur un autre isotope.'?* Le néodyme
et le samarium possédent chacun un isotope de 150 unités de masse atomique
(uma). Lorsqu’ils sont doublement chargés leur rapport m/z est de 75 m/z soit
le méme que celui de "°As.1®

L’'ICP-MS permet d’atteindre des seuils de détection de I'ordre du ppt, cependant elle ne
permet pas de discriminer les différentes formes de l'arsenic. Tout comme pour la
spectrométrie atomique, cette discrimination est possible en utilisant une technique séparative
en amont de I'injection dans le nébuliseur. La chromatographie liquide haute performance est
la plus couramment utilisée. En adaptant les différentes phases mobiles et stationnaires et a
condition de disposer des composés étalons correspondant, il est possible de séparer et de
quantifier les différentes formes organiques et inorganiques de l'arsenic. Les protocoles de
séparation par ICP-MS sont complexes a mettre en ceuvre et s’ajoutent a la complexité de

préparation d’échantillons a injecter dans le nébuliseur.
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En résumé, la spectrométrie d’absorption atomique, la spectrométrie de fluorescence
atomique et la spectrométrie de masse utilisant un plasma a couplage inductif sont les trois
techniques de laboratoire les plus utilisées pour le dosage de I'arsenic élémentaire. Elles
permettent d’atteindre de faibles seuils de détection, de I'ordre du ppt pour I'ICP-MS et de
I'ordre du ppb pour les spectrométries atomique, tout en ayant une bonne reproductibilité.?®
(Tableau 3)

Technique de détection

AAS ICP-MS AFS
Limite de détection (ppb) 1 0.001 1
Reproductibilité
P P <10 <10 <10
(% déviation standard de reproductibilité)
Volume d"échantillon (L) >1000 2-200 20-200
Analyse monoélémentaire L . Analyse monoélémentaire
. e Analyse multiélémentaire .
Temps requis un élément=10s } . ) L . un élément = 10s
: . . =5 min + préparation d'échantillon _ L _
plusieurs éléments > 10 min plusieurs éléments > 10 min
Coiit a I'achat (K€) 60 200 60

Tableau 3. Tableau récapitulatif des caractéristigues des technigues de détection par spectrométrie
d’absorption atomique (AAS), par spectrométrie de fluorescence atomique (AFS) et par spectrométrie de
masse utilisant plasma a couplage inductif (ICP-MS)

Les spectrométres d’absorption et de fluorescence atomique effectuent des analyses
monoélémentaires. C’est un avantage si I'analyse a pour but de détecter un élément en
particulier, il suffit de paramétrer la lampe a cathode creuse pour cet élément et ensuite
'analyse en elle-méme prend une dizaine de secondes. En revanche, s’il faut doser plusieurs
éléments d’'un méme échantillon cela devient un inconvénient car il faut reparamétrer le
spectrométre pour chaque élément et l'analyse prend finalement plusieurs dizaines de
minutes. L'ICP-MS quant a elle effectue des analyses multi€élémentaires, elle peut quantifier
les différents isotopes de plusieurs éléments en une seule analyse. L’analyse en elle-méme,
sans prendre en compte la préparation d’échantillon, dure environ 5 minutes.

Ce sont des machines qui représentent un gros investissement a I'achat, de 'ordre de 60000
€ pour les spectrométres atomiques et de 'ordre de 200000 € pour un ICP-MS. De plus, la
grande consommation de gaz lors de [l'utilisation entraine un surcolt de l'analyse. La
spectrométrie d’absorption de de fluorescence atomique avec un atomiseur a flamme
consomment un gaz qui sert de combustible (acétylene, dihydrogéne, ...) ainsi qu’un gaz qui
sert de vecteur (argon, azote, ...). L'ICP-MS est la technique qui utilise la plus grosse quantité
de gaz, de I'ordre de 15 L/min pour la production du plasma et de 'ordre du litre par minute

pour la vectorisation de I'échantillon.*?’
2. Techniques de terrain

Les techniques de laboratoire sont celles qui donnent les meilleurs résultats en termes de seuil

de détection et de reproductibilité. Cependant, les besoins analytiques concernant I'arsenic

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 51

(@) BY-NC-ND | mE|



sont rarement proches géographiquement des laboratoires d’analyse. De plus, il est souvent
nécessaire d’avoir un résultat rapidement car cela a un impact sur la santé publique.

La voltammeétrie, du fait de son principe, a permis une miniaturisation de ses éléments et de
la rendre portable sous forme de mallette. Le dosage colorimétrique dit de la « méthode de
Gutzeit » supporté sur papier, se présente sous forme de bandelette qui donne une réponse
colorée dépendante de la concentration en arsenic dans I'échantillon. Ces deux méthodes

sont les seules commercialisées a I’heure actuelle.
a) Voltammeétrie

La voltammeétrie est une méthode d’analyse électrochimique. Elle est basée sur la mesure de
flux d’électrons résultant de la réduction ou de I'oxydation des molécules de I'échantillon,
soumises a une variation contrdlée de différence de potentiel entre deux électrodes
spécifiques. Cette technique permet de détecter et de mesurer quantitativement un grand
nombre de composés simultanément (cations, anions, composés organiques). La méthode
voltammeétrique repose sur 'usage d’une cellule électrochimique avec une électrode de travail
(électrode en carbone recouverte d’or) sous conditions de polarisation, couplée a une
électrode auxiliaire et une électrode de référence.'? (Figure 18)

Ordinateur

Potentiostat

o I

Electrode auxiliaire >

Electrode de travail

Electrode de référence

o= ElS

Figure 18. Schéma de principe de la voltammétrie

Cette méthode présente I'avantage d’étre trés sensible puisque la limite de détection est de
'ordre du ppb (ug/L), d’étre trés précise et d’étre simple d’utilisation. Il s’agit d’'une technique
de laboratoire qui a été miniaturisée et optimisée pour la rendre transportable sur le terrain. La
société américaine TraceDetect commercialise un kit voltammeétrique de terrain sous le nhom

de « Nano-Band™ Explorer Il ». (Figure 19)
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Figure 19. Nano-Band™ Explorer Il

Cette technigue électrochimique présente néanmoins des inconvénients majeurs. Elle
nécessite un étalonnage préalable a chaque analyse car ses performances sont limitées par
les conditions extérieures (pH, température, oxygéne dissous, ...). La valeur du potentiel
mesuré peut quant a elle étre faussée par la présence d’agents complexants. Le codt
d’investissement du Nano-Band™ Explorer Il reste élevé (environ 7000 € + achat d’un

ordinateur portable). De plus, la fragilité des électrodes implique une maintenance importante.
b)  Bandelettes

Il existe des bandelettes tests colorimétriques dont la simplicité du matériel permet une
utilisation directe sur le terrain. Il existe divers kits de test de I'arsenic vendus par différents
fournisseurs. Les kits les plus connus sont Merckoquant® commercialisé par Merck,
QUANTOFIX® Arsenic 10 vendu par Macherey Nagel, les bandelettes "EZ Arsenic"
commercialisé par Hach et Quick™ Test commercialisé par Industrial Test Systems. Tous ces
kits fonctionnent sur le méme principe basé sur la méthode de Gutzeit.’?° Le principe de cette
méthode repose sur la formation in situ d’'un gaz hautement toxique, I'arsine, puis de faire
réagir ce gaz avec une bandelette papier imprégnée de bromure de mercure (HgBr2) qui va
former un complexe marron. L’intensité de la coloration obtenue est dépendante de la quantité

d’arsine formé par I'’échantillon. (Figure 20)
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La méthode de Gutzeit présente I'avantage de pouvoir doser de faibles doses d’'arsenic (Ill)
de l'ordre de la dizaine de ppb. Cependant, cette technique nécessite la manipulation d’arsine
et de bromure de mercure qui sont des produits potentiellement dangereux pour un
manipulateur non formé aux régles de sécurités chimiques. De plus il s’agit d’'un dosage
indirect qui ne permet pas de quantifier directement I'arsenic (lll) mais l'arsine issu de la
réaction avec I'hydrogéne. Ce dosage indirect entraine donc des problémes de reproductibilité

et de faux positifs ou négatifs. (Figure 21)

120

B as i
1004 M Asv
O as i +v

80+

As Percent Recovery

Test Kit Manufacturer

Figure 21. Pourcentages d’arsenic retrouvées par des kits de terrain dans des eaux de laboratoire 13!

Les bandelettes tests présentent 'avantage d’étre simple d’utilisation, il n’est pas nécessaire
d’avoir été formé et d’étre peu onéreuses (0,5-4 $ par analyse contre 8-10 $ pour 'lCP-MS).
Cependant, elles sont potentiellement dangereuses pour le manipulateur (arsine et bromure
de mercure) et ont une fiabilité relative, jusqu’a 33% de faux positifs pour des concentrations
inférieures a 70 ppb.132

C’est pourquoi la communauté scientifique travaille a développer de nouvelles méthodes
utilisables sur le terrain. Les dosages colorimétriques sont les plus prometteurs et I'état de I'art

actuel les concernant sera présenté dans la deuxieme partie.
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d’arsenic se caractérisait alors par une fumée blanche a lafarte odeur d’ail. Une autre métho

consistait a ajouter du sulfure d’hydrogéne (H.S) dans I'échantillon-Un changement de couleur

vers le jaune ou la formation d’un précipité d’orpiment (As.S3) indiquait ésence d’arsenic.

1. Test de Marsh

En 1832, James Marsh fut appelé en tant qu’expert sur une affaire de meurtre par
empoisonnement. Il examina notamment la cafetiére et les tasses a café, il fit le test avec ajout
de sulfure d’hydrogéne et obtint une coloration jaune. Il tenta de convaincre le jury que le
suspect était bien coupable de meurtre par empoisonnement a I'arsenic, mais le jury voulait
« Vvoir » I'arsenic pour étre sir de sa culpabilité. Ne pouvant leur montrer I'arsenic, le suspect
fut libéré. Sept ans plus tard, 'acquitté admit cependant qu’il avait bien empoisonné son grand-
pére a l'arsenic. Le verdict avait grandement irrité James Marsh qui travailla a développer une
méthode infaillible pour la détection de I'arsenic. || découvrit d’aprés les travaux de Scheele
sur les pigments arséniés qu’il était possible de générer facilement et de fagcon reproductible
de I'arsine (AsHzs) a partir d’'un échantillon arsénié lorsque celui-ci était mis en contact avec de
'hydrogéne libéré par I'action du zinc sur un acide dilué :
Arsenic + Zinc + Acide — Arsine

Il a également découvert que lorsque ce gaz était enflammé et que la flamme était mise en
contact avec un morceau de verre ou de porcelaine froid, il se formait un miroir d’arsenic

métallique. La taille du miroir formé servait a évaluer la teneur en arsenic.'*® (Figure 22)
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Figure 22. Schéma de ’appareillage utilisé par James Marsh

Cette technique permet de doser indirectement I'arsenic inorganique contenu dans un
échantillon liquide. Encore aujourd’hui, un grand nombre des méthodes proposées pour le

dosage de I'arsenic passe par la formation d’arsine comme I'a développée James Marsh.
2. Dosage au diéthyldithiocarbamate

En 1952, Vasak et Sedivek ont proposé une nouvelle méthode pour doser I'arsenic apres la
génération d’arsine. Au lieu d’enflammer le gaz, ils ont eu l'idée de le faire buller dans une

solution de diéthyldithiocarbamate d’argent dissous dans la pyridine. (Figure 23)

Diéthyldithiocarbamate d'argent /
pyridine

Acétate de plomb

“~" Echantillon ™

Aadap?

Figure 23. Schéma de I'appareillage utilisé pour le dosage de I’arsenic par le diéthyldithiocarbamate
d’argent

L’arsenic est tout d’abord réduit en arsenic (lll) par de I'iodure de potassium (Kl) et du chlorure
d’étain (SnCl2) en milieu acide pendant quinze minutes. Puis du zinc métallique est ajouté a
I'échantillon afin de produire un dégagement d’arsine. Ensuite, un montage constitué d’'une
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colonne de coton imprégné d’acétate de plomb (Pb(CH3COO).), pour éliminer les potentiels
sulfures d’hydrogéne formés, reliée a un réservoir contenant le diéthyldithiocarbamate d’argent
est rapidement connecté au récipient. Lorsque [larsine entre en contact avec le
diéthyldithiocarbamate d’argent, il se forme un complexe rouge dont 'absorbance est mesurée
a 520 nm apres trente minutes de réaction. Cette technique permet de doser des
concentrations en arsenic de I'ordre de la dizaine de ppb et n’a pas d’interférence mis a part
I'antimoine qui forme un complexe avec le diéthyldithiocarbamate d’argent absorbant a 510

nm'134

3. Meéthode de Gutzeit

Le gaz arsine produit par le test de Marsh a la capacité de réagir avec des sels d’argent ou de
mercure imprégnés sur du papier pour donner une coloration marron dont lintensité est
dépendante de la teneur en arsenic, cette technique fut nommée plus tard « méthode de
Gutzeit ». Les sels de mercure sont ceux qui ont donné les meilleurs résultats.
Arsenic + Zinc + Acide — Arsine
Arsine + Bromure de mercure — Complexe marron

La méthode consiste a faire réagir de I'acide chlorhydrique sur du zinc dans un contenant en
verre pendant dix minutes afin que I'atmosphére soit saturée en dihydrogéne, puis I'échantillon
contenant I'arsenic est ajouté. L’arsenic est alors réduit en gaz arsine volatile puis il est filtré
en passant sur du coton chargé en acétate de plomb (Pb(CH3;CQOO),). Enfin, il est mis en
contact avec une bandelette de papier imprégnée de chlorure de mercure (HgCl,).**> (Figure

24)

Cotonimprégné
d'acétate de plomb

Bandelette papier
imprégnée de
chlorure de mercure

Poudre de zinc et
acide chlorhydrique

Figure 24. Schéma de I’appareillage utilisé pour la méthode de Gutzeit13°

La méthode de Gutzeit est celle employée par les actuels tests de terrain commercialisés sous
format de bandelette. Elle permet de doser I'arsenic dans des gammes de 0-500 ppb et O-

3000 ppb. Comme cela a été expliqué précédemment, cette technique présente d'un cété
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'avantage d’étre pe éreuse et utilisable sur le terrain par du personnel non qualifié. De
l'autre cbté, elle nécessite [a~manipulation de produits toxiques et donne des résultats peu

pertinents.
B. Chromophores et fluorophores

Les chromophores et les fluorophores sont généralement des™mglécules possédant des

liaisons 1 entrainant une conjugaison. (Figure 25)

Imines
P OA0B e
O~ " o A TTO

N
/ HL \ APSAL NAPSAL

o
/, Rhodamine B k

AF1

Fluorophores Chromophores

Figure 25. Exemples de fluorophores et de chromophores destinés a doser I’arsenic inorganique

Ces molécules réagissent de maniére spécifique ou non avec I'arsenic. Ce dernier déclenche
un changement dans la conjugaison ce qui entraine un changement de couleur ou bien une
réponse fluorescente. Ce type de composés permet généralement un dosage direct de

I'arsenic, ce qui facilite une adaptation éventuelle pour un dosage de terrain.

L Fluorophores

Dans la littérature, beaucoup de fluorophores étudiés pour le dosage de l'arsenic sont des
molécules comportant des liaisons imines. D’autres sont des composés a base de coumarine
ou de rhodamine B. (Figure 25) Les fluorophores comportant une liaison imine n’ont pas de
fluorescence naturelle. En revanche, en présence d’arsenic (lll) ou d’arsenic (V), ces
molécules absorbent les longueurs d’ondes autour de 350 nm et émettent des photons aux
alentours de 500 nm.

Le (4E)-4-(2-hydroxybenzylideneamino)-1,2-dihydro-2,3-diméthyl-1-phenylpyrazol-5-one
(APSAL) et le naphtalene—salisaldéhyde conjugué (NAPSAL) réagissent spécifiquement avec
'arsenic (V) en milieu hydroalcoolique. Divers cations métalliques et autres anions ont été

testés mais n’interferent pas dans la détection, méme le phosphate. Cependant la limite de
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détection de ces deux molécules est tres différente, en effet elle est de 0,5 ppb pour le NAPSAL
alors qu’elle est de 225 ppb pour TAPSAL.1¢137 (Figure 26)

Na" O on
HO’A§~\
o —
| N OH . \
o) HO
g
N <o
s “
N
/

NAPSAL-NaHAsO, APSAL-HAsO,

Figure 26. Mécanismes proposés de liaison entre I’arséniate de sodium et le NAPSAL ou ’APSAL

La molécule HL est issue de la condensation de deux molécules de 4-aminoantipyrine sur une
molécule de 2,6-diformyl-p-crésol. Cette molécule comportant deux liaison imines, permet de
doser I'arsénite dans un mélange DMSO/H,0 (1:9). Avec une limite de détection estimée a 4
ppb en arsénite, ce fluorophore permet ainsi d’atteindre les seuils fixés par 'OMS. Cependant,
si les anions n’interférent pas, notamment le phosphate et I'arséniate, les cations quant a eux
entrainent une forte diminution de la réponse fluorescente.%

Bien que la Rhodamine B soit connue pour étre un colorant rose, elle peut également étre
utilisée pour ses capacité fluorescentes. En effet, elle absorbe les longueurs d’onde se situant
a 562 nm et réémet des photons a 579 nm. Lorsque la rhodamine B en milieu acide se retrouve
en présence d’'iodate de potassium (KIO3) et d’arsénite, sa réponse fluorescente diminue en
raison de libération de diiode (I.). Le dosage de I'arsenic (lll) se fait donc par mesure de la
différence d’intensité a 579 nm par rapport a une référence. Cette méthode présente
lavantage d’avoir une faible limite de détection estimée a 0,5 ppb et de ne pas avoir
d’interférents. Cependant, le protocole nécessite de chauffer I'échantillon a 100°C pendant 12
minutes, ce qui complique une éventuelle adaptation nomade de la méthode.**8

La molécule d’ArsénoFluor1 (AF1) est issue d'une condensation entre un dérivé de la
coumarine portant une fonction aldéhyde et le 4-(trifluoromethyl)-2-aminothiophenol. Lors de

la synthése, un réarrangement se produit en donnant un groupe fonctionnel benzothiazoline

S
)
| /AS\N+

qui réagit avec 'arsenic (Il1).2*° (Figure 27)

THF, ET,N |
—_—> + 1/2
3 25°C, 30 min / N
o o
AF1 (non fluorescent) Coumarine-6-CF,
(fluorescent)
Figure 27. Mécanisme proposé de la réaction d’Asls sur AF1
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En présence de triiodure d’arsenic (Asls), la réponse fluorescente d’AF1 est exaltée d’un
facteur vingt-cing. La technique utilisant AF1 ne présente pas d’interférence et sa limite de
détection a été estimée a 0,25 ppb apres un temps de contact de 30 minutes avec Asls.
Toutefois le dosage est réalisé sur le triiodure d’arsenic, qui est une espéce jamais retrouvée
en milieu naturel. Les tests n'ont pas été réalisés sur de I'arsenic (lll) sous forme d’arsénite.
L’'inconvénient de cette méthode est que le dosage nécessite d’étre réalisé dans le
tétrahydrofurane (THF) et la triéthylamine (EtzN), ce qui peut entrainer des complications pour
un test de terrain. Cela dit, la méthode fonctionne dans un mélange THF/H,O (50:50) mais les
temps de contact nécessaires sont alors de 5 h et les résultats obtenus sont inconstants.4°

La rhodamine B et AF1 donnent une réponse fluorescente en présence d’arsenic (lll), mais

elles peuvent également donner une réponse colorimétrique.
2. Chromophores

Le principe des chromophores est qu’ils changent de couleur en présence d’'un réactif. Ce
changement de couleur est di a un déplacement de leur maximum d’absorption vers de plus
grandes ou de plus petites longueurs d’onde du fait d’'une modification de leur conjugaison.
La valeur d’absorbance d’AF1 se situe a 379 nm. Lorsqu’il est en présence d’As®, cette
longueur d’'onde est progressivement remplacée par deux autres longueurs d’onde a 290 et
443 nm. AF1 permet alors de doser de faible teneurs en arsenic (lll) en 30 minutes dans le
THF et en 3 h dans un mélange THF/H.O (50:50) avec quelques interférences notables
comme Co?*, Cu?*, Cd?* et Hg*".1%

La rhodamine B peut servir de chromophore destiné a doser 'arsenic (I11). C’est une molécule
qui absorbe naturellement a 553 nm. Lorsqu’elle est en présence de diiode (I2), cette
absorbance diminue. Le dosage consiste donc a faire réagir de I'arsenic (lll) avec de I'iodate
de potassium afin de libérer du diiode. Cette méthode présente un certain nombre
d’interférences dont Cu*, Fe?*, ClO4, Sn?*, Hg?* et NO3s? avec une gamme de dosage entre 40
et 400 ppb.142143 || existe une version modifiée de la rhodamine B sur laquelle a été greffée
une molécule de norbornene (Nor-Rh). En présence de diiode, la couleur rose de Nor-Rh
disparait et une nouvelle couleur marron apparait avec des valeurs d’absorbance situées a
288 et 356 nm. Il est possible d’'imprégner Nor-Rh sur du papier et la limite de détection est
alors de la centaine de ppb.#4

Un autre chromophore bien connu qui est la curcumine, issu du curcuma, peut étre utilisé pour

doser I'arsenic (lll). (Figure 28)
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Figure 28. Forme énol de la curcumine

La curcumine a I'état naturel ne réagit pas avec 'arsenic. Mais elle en est capable lorsqu’elle
est modifiée avec du borontrifluoride diethyletherate pour donner la BF;-curcumine. En
présence d’arsenic (lll), le maximum d’absorption passe de 509 a 632 nm avec une couleur
qui passe du rose au bleu. BF2-curcumine permet de détecter des teneurs en arsenic (lll) de
20 ppb en milieu liquide. Elle peut étre greffée sur une résine hydrophobe, donnant alors une

coloration allant de 'orange au bleu selon la concentration en arsenic (lll). (Figure 29)

0 2,25 7,5 37,5 75 375 ppm

Ve

Figure 29. Gamme de couleur obtenue par BF2-curcumine greffée sur résine hydrophobe en solutions
145

contenant des concentrations en arsenic (lll) allant de 0 & 375 ppm

Le greffage sur résine permet de simplifier grandement la méthode, mais dégrade fortement
le seuil de détection qui passe alors a 2,25 ppm.'*° Le dosage de I'arsenic par BF-curcumine
ne présente aucun interférent connu, aucune étude n’ayant été faite a ce sujet. Cependant
cette molécule est également utilisée pour doser les ions comme les cyanures CN- ainsi que
les amas B-amyloides de la maladie d’Alzheimer, suggérant qu’elle n’est pas hautement
spécifique de I'arsenic (1l1).146:147

Les molécules comportant une liaison imine peuvent également étre des chromophores, c’est
le cas du 2,4-Dihydroxy benzophenone-2-amino thiophenol (BPBT). Lorsqu’elle est en
solution, cette molécule est de couleur marron avec un maximum d’absorbance a 343 nm.
Lorsqu’il est couplé a de la spectrophotométrie UV-Visible, le BPBT permet le dosage de
larsenic (lll) dans la gamme 125 ppb — 2,5 ppm. Mais il interagit avec d’autres cations
métalliques tel que Cd?*, V°*, Ag*, TP, Pt*, Au®* et Fe3*.148

C.  Dosage colorimétrique au bleu de molybdéne

En 2004, une étude a estimé que 40% des eaux continentales dans le monde étaient touchées
par les phénomenes d’eutrophisation.’*® La concentration en orthophosphates est donc un des
paramétres clef pour déterminer la qualité de l'eau vu qu’ils interviennent de fagon

déterminante dans les phénoménes d’eutrophisation des cours d’eau et étangs. La détection
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par spectrophotométrie développé par Murphy et Riley en 1962, utilisant le molybdate
d’ammonium est le moyen le plus utilisé pour déterminer cette concentration.'*® La méthode
consiste a faire réagir I'orthophosphate avec le molybdate en milieu acide afin de former un
complexe polyatomique, qui une fois réduit donne une forte couleur bleue. Cette technique
peut également étre utilisée pour la détermination de silicates, d’arséniates et de germanates.

Complexe polyatomique  Réducteur Complexe coloré
—_—

Phosphate + Molybdate ——— .
incolore bleu

L’intensité de la couleur bleue obtenue est dépendante de la concentration en phosphate et
elle est généralement mesurée par spectrophotométrie. Cette réaction a été mentionnée pour
la premiére fois par Carl Wilhelm Scheele en 1782, mais sa découverte est généralement
attribuée a J. J. Berzelius en 1826.'%! Elle n’a vraiment été utilisée qu’aprés que J. F. Keggin

eut proposé une structure pour le complexe formé de douze hétéropolyacides.*®? (Figure 30)

Molybdéne

Phosphate

Oxygene

Figure 30. Structure de Keqggin du complexe phosphomolybdigue. Le phosphate est au centre et les
polyédres bleus illustrent ’environnement de chaque molécule de molybdate

La réaction chimique de la méthode au bleu de molybdéne se divise en deux étapes. La
premiére consiste a former une structure de Keggin autour de I'anion a analyser. La seconde

consiste a réduire cette structure afin d’obtenir un produit de couleur bleue.*53

PO4* + 12 M0O4? + 27 H* — H3P0O4(M00Q3)12 + 12 H.0 )
HaPO4(Mo(VI)Os):> + Réducteur — [HiPMo(V)sMo(V):Ow]*  (2)

Il existe différents protocoles pour la méthode au bleu de molybdene, mais tous nécessitent
un acide fort, une source de molybdéne (VI) ainsi qu’un réducteur en solution aqueuse. Le
complexe composé de douze héteropolyacides peut se présenter sous deux formes possibles.
L’'isomeére a est la forme classique et stable de la structure de Keggin. L’isomére 3 est obtenu
par rotation de 60° d’'un groupement Mo3;013. C’est la forme béta qui donne la couleur bleue.
Comme la forme béta est thermodynamiquement favorisée, le chauffage permet d’accélérer

la réduction.®* (Figure 31)
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Figure 31 . Mécanisme proposé concernant la réaction d’isomérisation de la forme a en 8154

La réduction du complexe phosphomolybdique est déterminée par différents facteurs comme
la nature du réducteur, le pH, le temps de réaction, la température ou la présence
d’interférents. Le réducteur peut étre de nature organique comme l'acide ascorbique ou le
sulfate d’hydrazine. Le spectre UV-Visible se caractérise par un maximum d’absorption a 820

nm avec un épaulement a 660 nm. (Figure 32)
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Figure 32. Spectres d’absorption du complexe phosphomolybdique en fonction de la concentration en
HCI. (A)0,02M: (B)0,2M;(C)05M: (D)1 M;(E)1,46M: (F)2 M. Avec comme conditions [PO+3]=3 mM
et [Mo(VI)]= 9 mM15®

L’utilisation de réducteur métallique comme I'étain Sn(ll) ou I'antimoine Sb(lll) permet de
réduire trés rapidement la structure de Keggin. L’utilisation de I'antimoine permet d’accélérer
la réduction normalement lente par I'acide ascorbique. Les temps sont de I'ordre de la dizaine
de minutes sans chauffage et la coloration obtenue est stable pendant plusieurs heures.*®
L’acide ascorbique est le réducteur le plus communément utilisé du fait de sa non-toxicité pour
le manipulateur ou pour la nature. La structure de Keggin réduite par I'acide ascorbique en
présence d’antimoine Sb(lll), lorsqu’elle est analysée en spectrophotométrie présente un
maximum d’absorbance a 880 nm, ainsi qu’un second pic a 710 nm et un épaulement a 550
nm.'® La structure de ce nouveau complexe phosphoantimonylmolybdate et la raison pour

laquelle I'antimoine accélére la cinétique de réduction ne sont pas encore bien établies.
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Cependant, il est reconnu que le ratio antimoine/phosphore dans le complexe est de deux pour
un.’8 Une des hypothéses proposées par Going et Eisenreich est que 'accélération de la
vitesse de réduction en présence d’antimoine Sb(lll) peut étre due soit a un changement
structurel du complexe hétéropolyacide qui facilite la réduction, soit qu’il réduise le complexe
en se transformant en Sb(V), pour étre ensuite immédiatement réduit par I'acide ascorbique
en Sb(lll).1°8 Toutefois, méme si I'antimoine Sb(lll) n’interfére pas dans le processus chimique
de réduction, une forte augmentation de la quantité d’antimoine n’accélére pas pour autant la
réduction. La seule limite concernant la quantité d’antimoine Sb(lll) utilisée est sa limite de
solubilité lorsque le dosage a lieu a des concentration anormalement élevées.1°6:1%°

Une fois que la forme réduite est obtenue et que la totalité de réducteur a été consommeée, la

forme béta reste stable pendant plusieurs heures malgré la présence de dioxygéne dissous.*6°
1 Interférences dues a I'échantillon

Afin de garantir que le molybdate soit sous forme Mo(VI), il faut que le pH de I'échantillon soit
situé entre 0 et 1. La nature de l'acide est donc trés importante. En effet, s’il posséde un
pouvoir oxydant comme l'acide nitrique (HNOs) ou I'acide perchlorique (HCIO.,), il va interférer
sur I'étape de réduction de la structure de Keggin. Les contre-anions quant a eux peuvent
intéragir avec le molybdate Mo(VI) et perturber la formation du complexe
d’hétéropolyacides.®! Les sulfates de l'acide sulfurique (H.SO.) réagissent avec les
hétéropolyacides des complexes et forment un précipitt composé de
(NH4)14(P04)4S04.53M003.1%? Tout comme le sulfate, le chlorure est connu pour former des
complexes avec les cations molybdate sous formes MoO.Cl,(H.0), et MoOCI3(OH)(H:0).1¢*
Ces complexes sont néanmoins beaucoup moins stables que ceux formés avec le sulfate.
L’acide chlorhydrique est pour cette raison, le plus couramment utilisé en association avec un
sel d’antimoine et de I'acide ascorbique comme réducteur.

Le silicate est connu depuis longtemps comme étant le principal interférent de la méthode au
bleu de molybdéne. En effet, il peut former des complexes d’hétéropolyacides similaires de
couleur bleu.'®* L’interférence des silicates peut étre réduite d’environ 47% s’il y a de
'antimoine sous forme de tartrate d’antimoine et de potassium dans I'’échantillon et que celui-
ci est chauffé a 70°C.*%* Lors de ses travaux, I'équipe de Morita a quant a elle masqué
I'interférence des silicates par I'utilisation de fluorure de sodium (NaF).1%

Tout comme le phosphate et le silicate, I'arséniate (AsO.*) peut également former des
complexes d’hétéropolyacides. Les propriétés chimiques ainsi que les profils spectraux
obtenus avec les complexes bleus arsénomolybdiques sont trés similaires de ceux obtenus
avec les complexes bleus phosphomolybdiques. De plus, il existe une synergie entre I'arsenic

(V) et le phosphore (V). Quand ces deux espéces sont présentes dans I'échantillon avec du
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molybdate (VI), il se forme des composés molybdiques bleus plus rapidement.'®® Cette
synergie s’explique par le fait que les complexes molybdiques contiennent de I'arsenic (V) et

du phosphore (V) avec un ratio un pour un.®’
2. Application a I'arsenic

La méthode au bleu de molybdene avec des protocoles adaptés au dosage de I'arsenic (V)
permet lorsqu‘elle est couplée a un spectrophotométre d’atteindre des limites de détections de
I'ordre de la dizaine de pg/L (ppb) en quelques dizaines de minutes.'®” La principale limite de
cette méthode est d'uniquement doser l'arsenic inorganique (V). La trés forte analogie
chimique entre I'arsenic (V) et le phosphore (V) entraine alors de fortes interférences. Une
méthode proposée par I'équipe de Dasgupta, consiste a doser 'arsenic sous forme As(lll)
aprées avoir filtré I'échantillon a travers une colonne de résine fortement basique. L’arsenic (V)
et le phosphore (V) sont ainsi retenus alors que l'arsenic (lll) reste en solution. L’éluat
contenant I'arsenic (lIl) est ensuite oxydé en arsenic (V) en présence de bromate de potassium
KBrOs. L'arsenic (V) formé est alors dosé par la méthode au bleu de molybdéne. Il est
également possible de doser 'arsenic total par réduction préalable de I'arsenic (V) en As(lll)
grace a une solution de cystéine, avant de passer I'échantillon sur la colonne de résine.®®
L’équipe d’Okazaki a développé une variante qui repose également sur I'élimination de
I'arsenic (V) et du phosphore (V), puis le dosage de l'arsenic (lll) restant. A la différence que
I'élimination du phosphate et de I'arséniate se fait par un passage de I'échantillon chargé en
chlorure de calcium (CaCl,) a travers une colonne de carbonate de calcium (CaCOs). L’arsenic
(1) est oxydé en arsenic (V) en cing minutes par ajout de permanganate de potassium, puis
un mélange de réactifs (molybdate, antimoine et acide) est ajouté et la concentration en
arsenic est déterminée par mesure de I'absorbance a 810 nm.%°

L'inconvénient de ces difféerentes techniques, est qu’elles nécessitent ['utilisation d’un
spectrophotomeétre pour la détermination de la concentration en arsenic. En se basant sur les
travaux de Taguchi, I'équipe d’'Okazaki a développé une méthode de rétention par une
membrane filtrante d’acétate de cellulose possédant une porosité de 0,8 um.'® Afin
d’améliorer la rétention du complexe d’hétéropolyacides, un surfactant cationique, le bromure
de n-dodécyltriméthylammonium, est ajouté dans I'échantillon aprés obtention de la coloration
bleue. Cette technique permet de discriminer a I'ceil nu des concentrations de I'ordre de la
dizaine de pg/L (ppb).1° (Figure 33)

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 65

(@) BY-NC-ND | mEN|



4 mm

0 5 10 15 20 25 30 40

Concentration en arsenic (ppb)

Figure 33. Variation de couleur par rétention de complexes arsénomolybdigues par une membrane
filtrante d’acétate de cellulose (0,8 um) a différentes concentrations en arsenic 169

La méthode au bleu de molybdéne est une technique simple, et ne nécessite pas de manipuler
de produits toxiques. Cependant, c’est une technique qui requiert environ trente-cing minutes
pour le protocole avec membrane filtrante.

Il est possible d’obtenir une réponse colorée du complexe molybdique en s’affranchissant de
I'étape de réduction. La forme alpha de la structure de Keggin peut en effet donner une gamme

de couleur selon sa concentration en présence de colorants.

3. Dosage colorimétrique au molybdate d'ammonium utilisant des

colorants

Itaya et Ui ont été parmi les premiers a décrire le comportement de différents colorants, comme
la safranine, le vert de malachite ou I'éthyl violet, en présence de complexes phospho- ou
arsénomolybdiques.'’* (Figure 34)

Safranine Vert de malachite Ethyl violet

Figure 34. Colorants utilisés avec les complexes phospho- ou arsénomolybdiques

Le colorant le plus utilisé, au vu de ses résultat, est I'éthyl violet, un colorant de type
triarylméthane. Le colorant forme avec les complexes molybdiques des microparticules
colorées qui finissent par précipiter au cours du temps. Le mécanisme de formation de ces

particules est encore inconnu a ce jour. En milieu acide, I'éthyl violet donne une coloration
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bleue en présence d’arsénomolybdate et I'éthyl violet qui ne réagit pas est transformé en

carbinol incolore.®® (Figure 35)

Ethylviolet O O

AsO,* + 12 (NH,),M0o0, — —_— O O

Structure de Keggin Particules colorées

0 100 200 ppb

<000

Figure 35. Schéma réactionnel et gamme de couleur en plague micropuits polystyréne pour la détection
de I'arsenic (V) par un complexe éthyl violet/arsénomolybdate en milieu acide16°

Lorsque de l'arséniate est ajouté a une solution contenant du vert de malachite et du
molybdate d’ammonium, il se forme un complexe vert instable absorbant entre 640 et 660 nm.
Il est possible de stabiliser la coloration par ajout d’'un surfactant, le Tween 20 ou par un alcool
polyvinylique.1’2

L’éthyl violet (EV) présente trois états de protonation avec des pKa; et pKa, de 1,66 et 3,68
respectivement. Ces trois états de protonation ont des absorbances différentes, elle est de
638 nm pour la forme EV*, de 428 nm pour la forme HEV?* et de 434 nm pour la forme H2EV3*,

e fa k& fa L 4
NSV n AoVen oS

pKa, pKa,
® C ®
H T,
\/N\| \/N\| \/N\|
H,EV** HEV?* EV*

Cette version différente de la méthode au bleu de molybdéne permet de doser a I'ceil nu des
concentrations en arsenic de I'ordre de la centaine de ppb. Mais elle nécessite d'utiliser des
volumes d’échantillons importants (50 mL) et demande un temps de repos de trente minutes
avant analyse de la couleur. Morita et al a observé que lorsqu’il était rajouté du tétrachlorure
d’iode (ICls) dans I'échantillon, il était possible de former des nanoparticules d’éthyl violet avec
le complexe arsénomolybdate/ICls. (Figure 36)

20 ppb

Figure 36. Gamme de couleur en plaque micropuits polystyréne pour la détection de I’'arsenic (V) par un
complexe éthyl violet/arsénomolybdate/ICl4 en milieu acidel”

Ce nouveau type de particule donne une couleur violette et permet d’obtenir une gamme de

couleur a de plus faibles concentrations en arsenic.!”
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D. Nanoparticules d’or

Plus récemment, quelques travaux de recherche de la communauté scientifique destinés au
dosage de I'arsenic ont utilisé des nanoparticules d’or.

L’or est un des deux métaux natifs naturellement qui ne soit pas de couleur grise (le deuxieme
est le cuivre). L’'or est un métal noble, chimiquement inaltérable qui garde ses propriétés
indéfiniment. Le seul moyen de le solubiliser est d’utiliser de I'eau régale, un mélange d’'un
tiers d’acide nitrique concentré et de deux tiers d’acide chlorhydrique concentré, qui donne de
'acide chloraurique HAuCls. Cependant, malgré cette forte stabilité il est possible de
conditionner I'or sous forme de nanoparticules et il prend alors une coloration entre le rouge
et le bleu.

La méthode de synthése des nanoparticules consiste a réduire de I'or ionique Au(lll) en or
métallique Au(0) par l'intermédiaire d’un agent réducteur. Les atomes d’or vont alors cristalliser
dans un systeme cubique face centrée (cfc) et sont maintenus sous forme de nanoparticules
par I'ajout d’'un agent stabilisant. La technique de synthése la plus courante est celle dite de
Turkevich ou le réle d’agent réducteur et d’agent stabilisant sont joués par le méme réactif, le
citrate trisodique. Elle permet d’obtenir des nanoparticules d’or sphériques d’'un diametre
variable selon les conditions de synthése et de répartition homogéne. Chaque nanoparticule
contient environ 110 000 atomes d'or.!’*'> Lorsque l'or se trouve sous forme de
nanoparticules, il acquiert des propriétés optiques particulieres. Ces modifications sont dues
au phénoméne de résonance de plasmon. Elle entraine une forte absorption dans le vert (=
520 nm) et donne une couleur rouge. La résonance de plasmon moyenne de 520 nm peut étre
déplacée par la forme et/ou la taille des nanoparticules. Ainsi, des nanoparticules de tailles
inférieures a 15 nm engendre un déplacement du maximum d’absorption vers des longueurs
d’ondes plus faibles et inversement pour des nanoparticules de tailles supérieures.'’® (Figure
37)

Longueur d'onde A (nm)
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Fiqure 37. Effets de la taille des nanoparticules sur larésonance de plasmon176
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Les dosages colorimétriques utilisant des nanoparticules d’or sont basés sur le fait que lorsque
ces derniéres s’agglomérent, elles changent de coloration. Ainsi, lors de I'agglomération la
taille moyenne des nanoparticules augmente et le maximum d’absorption se décale alors vers
de plus hautes longueurs d’'onde. La coloration passe a ce moment-la du rouge au bleu.r’”
(Figure 38)

OO Y Y
® 0 0= =
N v

Figure 38. Schéma de principe du changement de couleur des nanoparticules d’or modifiées en présence
d’arsenic

Le principe sera de modifier les nanoparticules d’or pendant ou aprés leur synthése afin
gu’elles présentent des motifs réactifs de I'arsenic. Lorsque les nanoparticules se trouveront
en présence d’arsenic, ce dernier réagira avec les motifs, entrainant ainsi une agglomération
et donc un changement de couleur. Peu d’études concernant le dosage de I'arsenic par les

nanoparticules ont été réalisées, nous en présenterons ici quelques-unes d’entre-elles.
1 Dosage de 1'arsenic par des nanoparticules d or modifiées

Il est possible d’effectuer des modifications post-synthése sur des nanoparticules d’or de 50
nm par des protéines de surface. Ces protéines sont extraites de la couche S de la bactérie
Lysinibacillus sphaericus JG-A12. Les nanoparticules d’or modifiées aux protéines de surface
permettent de doser a I'eeil nu des concentrations en arsenic (V) de 240 ppb et de 24 ppb
lorsqu’elle est couplée a de la spectrophotométrie UV-Visible. Cette technique ne présente
pas d’interférences de la part de divers cations métalliques.'™®

Il est également possible de synthétiser des nanoparticules d’or en présence d'un liquide
ionique et d’un surfactant, le trinexyl(tetradecyl)phosphonium chloride (Cyphos® IL 10) et le
Triton™ X-114 respectivement. Ces nanoparticules d’or réagissent spécifiquement avec
l'arsenic (IIl) dans un tampon ammonium a pH 10. Afin de doser I'arsenic total (As(lIl) + As(V)),
il faut préalablement réduire I'arsenic (V) en arsenic (lll) par ajout d’acide ascorbique dans
I'échantillon. Elles permettent alors de détecter a I'ceil nu des concentrations en arsenic de 7,5
ppb et ne présentent pas d’interférences, sauf de la part du phosphate a partir de 10 mM.*"®

Le pH alcalin est important pour ce test car il permet de s’affranchir de certaines interférences.
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En effet, le méme liquide ionique est utilisé pour immobiliser les ions mercureux Hg?* sur résine
a pH acide.8°

Les composés soufrés quant a eux sont connus pour avoir une forte affinité pour I'arsenic. Par
exemple, la cystéine fonctionnalisée sur des nanoparticules de thorium permet de
préconcentrer les échantillons en arsenic avant de les injecter en ICP-MS.'8 Ainsi, des
nanoparticules d’or de 15 nm peuvent étre modifiées aprés leur synthése par de la cystéine,
du dithiothréitol (DTT) ou du gluthathion (GSH). Elles acquierent alors la possibilité de déplacer
la bande d’absorption de 520 a 670 nm lorsqu’elles sont mises en présence d’arsenic (lll) ou
d’arsenic (V). Ces nanoparticules d’or permettent d’atteindre une limite de détection a I'ceil nu
de 100 ppt et de 3 ppt lorsque la technique de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) est
utilisée en plus. Il n’y a pas d’interférences de la part des cations métalliques mis a part Hg?*.
Cette interférence peut étre négligée par I'ajout d’acide 2,4-pyridinedicarboxylique (PDCA)

dans I'échantillon.'® (Figure 39)
HO S\AS/SA>_<): ‘
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Figure 39. Modification de nanoparticules d’or avec du dithiotréitol (DTT) et mécanisme de dosage de
I’arsenic (Il

La thioguanine est un composé soufré qui peut également étre utilisé pour la complexation de
l'arsenic. Il ne peut cependant pas étre directement fixé sur les nanoparticules d’or. Il est greffé
par une liaison amide sur un acide lipoique, lui-méme fonctionnalisant les nanoparticules.
(Figure 40)

EDC/NHS
. . . ac. I|p0|que Thioguanine
HAuCl, + Citrate trisodique ——— —_—
HZO' 90°C amb/ 8 h H O Tamb
4 h

183

Figure 40. Schéma de synthése des nanoparticules d’or modifiées a I'acide lipoique et a la thioguanine

Les fonctions thiols libres des thioguanines servent de sites actifs vis-a-vis de I'arsenic. Ces
nanoparticules utilisées avec une technique de microfluidique permettent d’atteindre a I'ceil nu

des détections de concentrations en arsenic de I'ordre de la dizaine de ppb. La technique
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consiste en une bande de papier Whatman découpée en forme de Y plongeant d’'une part
dans la solution de nanoparticules d’or et d’autre part dans I'échantillon. La capillarité du papier
entraine un mouvement lent et constant des fluides, de I'ordre de 2-3 uL/min. Ce faible débit
permet de concentrer I'arsenic, ainsi qu’'un temps de contact suffisamment long avec les
nanoparticules d’or. Il n'y a pas d’interférences a ce test, cependant I'étude n’a porté que sur

guelgues cations métalliques (Ca?*, K*, Mg?*, Na* et Fe3").18

2. Dosage indirect de 1'arsenic par des nanoparticules d'or et de la
Pphytocélatine 3

Une autre fagon de doser I'arsenic est de le faire entrer en compétition avec des nanoparticules
d’or vis-a-vis d’'un composé ayant une forte affinité pour les deux. Comme cela a été expliqué
dans la partie 1.B.2.d)Biosphére, la fougére Pteris vittata peut accumuler de fortes
concentrations en arsenic en le complexant par de la phytochélatine 2. Cependant, une étude
a montré que lorsque l'arsenic (lll) se trouve en solution avec du glutathion, de la
phytochélatine 2 et de la phytochélatine 3, les complexes As-PC3 sont largement favorisés
d’un facteur 2,5 par rapport aux complexes As-PC,.18 L’arsenic forme un complexe pyramidal
base triangle en se liant avec trois fonctions thiols.'® Le complexe As-PC; est favorisé car il
comporte trois fonctions thiols sur la méme molécule, entrainant une stabilité des complexes
plus importante. Sur ce principe, I'équipe de Xia a mis en place un test colorimétriques utilisant
des nanoparticules d’or stabilisées au citrate avec de la phytochélatine 3 afin de doser I'arsenic
(1. (Figure 41)
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Figure 41. Mécanisme schématique du dosage de I’arsenic(lll) par des nanoparticules d’or et de la

phytochélatine 3186

C’est un dosage indirect qui se déroule en deux étapes. La phytochélatine 3 est ajoutée dans

I'échantillon et se complexe avec I'arsenic (lll) s’il est présent. Ensuite des nanoparticules d’or
sont ajoutées et dosent la quantité de phytochélatine 3 qui n’a pas réagi. La limite de détection

empirique de cette méthode est de 30 ppb et la limite estimée est de 1,5 ppb. L’étude n’a pas
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décelé d'interférences mis a part le plomb Pb?*, qui peut étre éliminée par ajout d’acide 2,4-
pyridinedicarboxylique (PDCA).1&

Toutes ces techniques colorimétriques présentent des avantages mais aussi des

inconvénients qui font qu’elles ne sont pas utilisables sur le terrain a I'heure actuelle.
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ITL. Objectifs du travail

Lauréat du concours national d’aide a la création d’entreprise de technologies innovantes dans
la catégorie « Emergence » en 2013, le projet NOVASSAY a intégré I'incubateur technologique
du Limousin le 6 mars 2013 et I'entreprise NOVASSAY SAS a été créée le 8 janvier 2014. Elle
est composée d’'un président et d'un chef de projet scientifique. Elle est adossée au
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles (LCSN EA 1069) de I'Université de Limoges.
NOVASSAY SAS est une Jeune Entreprise Innovante qui développe des outils de terrain pour
le diagnostic environnemental. Le savoir-faire de Novassay repose sur le développement de
kits d’analyses rapides, en effet I'entreprise a mis au point un systéme sous forme de
bandelettes test colorimétriques, capable de doser 'uranium entre 0 et 100 ppm (mg/L) en 60
secondes. Cette innovation mondiale a permis la conception et la commercialisation du
premier produit appelé Uranalyze®.

NOVASSAY souhaite donc étendre ses activités en développant de nouveaux outils fiables,
précis et spécifiques d’éléments posant des problémes au niveau environnemental tel que

I’'arsenic.

L’objectif du travail de cette thése, cofinancée par une convention CIFRE, est de développer
un nouveau kit de terrain destiné au dosage de I'arsenic en solution, en s’appuyant sur ce que
propose la littérature et sur le savoir-faire de I'entreprise NOVASSAY. Ce kit de dosage sera
avant tout destiné aux secteurs industriels susceptibles de rejeter de I'arsenic dans les cours
d’eau. Les rejets étant soumis aux normes environnementales, les concentrations en arsenic
dans les effluents ne doivent donc pas dépasser les 10 pg/L.

Lors d’'une étude de marché concernant les bandelettes Uranalyze® dédiées au dosage de
l'uranium et commercialisées par NOVASSAY, les acteurs du secteur minier, des centres
d’enfouissement technique et d’Areva se sont dit trés intéressés par un nouveau kit de dosage
de l'arsenic. En effet, la problématique arsenic étant tres présente, les besoins analytiques
sont constants et permanents. |l n’existe sur la marché qu’une seule sorte de bandelette
Arsenic, celle-ci étant peu performante, au temps de traitement prohibitif et au mode opératoire
trop pénalisant.

C’est pourquoi NOVASSAY se propose de mettre au point une nouvelle méthode de détection
et de quantification de l'arsenic afin de développer de nouveaux tests colorimétriques
répondants aux demandes des prospects. Ces secteurs industriels souhaiteraient avoir un
produit qui puisse étre utilisable sur le terrain par du personnel non qualifié, qui ne soit pas
dangereux pour le manipulateur et qui donne une réponse colorimétrique fiable en moins de

dix minutes avec une gamme de détection intégrant 10 et 50 ppb d’arsenic.
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Le cahier des charges établi est le suivant :

- Utilisation simple et rapide (< 10 min)

- Aucune utilisation ou formation in situ de produits toxiques

- Détection spécifique de I'arsenic inorganique

- Limite de détection située 3 10 pg.L*

- Gamme de détection 0-100 pg.L?, 0-500 pg.Lt et 0-3000 pg.L?

- Matériel d’analyse réduit au minimum
Le kit de dosage que NOVASSAY souhaite développer pourra se présenter sous la forme d’un
test colorimétrique en solution ou bien sur format solide.
Les bandelettes tests existantes basées sur la méthode de Gutzeit ne répondent pas a ces
criteres. Il faut donc développer une nouvelle technique colorimétrique destinée a I'analyse de
I'arsenic qui puisse y répondre.
La méthode au bleu de molybdéne est celle qui semble la plus prometteuse pour répondre a
ces contraintes. Ainsi, I'objectif sera dans un premier lieu de tenter d’améliorer les protocoles
décrits dans la littérature afin de réduire les temps de réactions actuellement supérieurs a vingt
minutes, tout en ayant une sensibilité se situant a 10 ppb. Afin d’éprouver la robustesse du
procédé et ainsi anticiper la faisabilité d’un transfert vers la production industrielle de kits
commercialisables, il convient d’'une part d’étudier les éventuelles interférences avec d’autre
éléments, en particulier le phosphate et d’autre part d'imaginer le développement de dispositif
simplifiant I'utilisation, comme par exemple le format bandelette test.
Comme nous venons de le voir, la voie du dosage colorimétriqgue par l'intermédiaire de
nanoparticules d’or semble particulierement prometteuse car elles semblent pouvoir donner
une réponse spécifique a I'arsenic si elles sont utilisées en combinaison avec des molécules
complexantes de structures chimiques bien choisies. Pour cela une molécule au mode d’action
bio-inspiré, destinée au dosage de l'arsenic (Ill), sera synthétisée, puis des tests préliminaires

de dosage par les nanoparticules d’or seront effectués.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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Chapitre Il. Résultats et discussions
I.  Dosage de l'arsenic (V) par formation d'un complexe coloré

Comme cela a été présenté dans la premiére partie, il est possible de doser I'arsenic (V) en
formant un complexe intermédiaire entre ce dernier et le molybdate d’ammonium. Ce

complexe, appelé structure de Keggin est ensuite soit réduit, soit mis a réagir avec un colorant.
A. Méthode au bleu de molybdéne

La méthode au bleu de molybdene est une technique couramment utilisée pour la
détermination rapide de concentrations en phosphate dans des échantillons. Compte tenu de
la forte analogie chimique qu’il existe entre le phosphate et I'arsenic (V), cette méthode est
également utilisée pour le dosage de ce dernier. Ainsi, il est uniquement possible de doser
I'arsenic sous son état d’'oxydation (+V) par cette méthode qui ne fonctionne pas avec I'état
d’oxydation (+1ll). Le dosage réalisé sur des échantillons de 50 mL permet de déterminer en
10 minutes des concentrations de I'ordre de 750 ppb.¢’

Le principe repose sur la formation in situ d’'un complexe incolore entre I'arséniate et le

molybdate qui, une fois réduit, prend une coloration bleue.

Acide ascorbique  complexe

AsO,* +12 MoO,> + 27 H* H;As0,(Mo0;),,+ 12 H,0

ou sulfate coloré bleu
d'hydrazine
Nous avons réalisé une étude préliminaire consistant a refaire le protocole classique de la
méthode au bleu de molybdéene, afin d’en déterminer les limites. Pour cela, nous avons utilisé
les conditions expérimentales des travaux de Tsang et al. avec des concentrations finales en
réactifs dans I'échantillon de : (Figure 42)87

- Molybdate d’ammonium a 3,4 mM

- Sels de tartrate d’antimoine et de potassium (PAT) a 20,7 uM

- Acide ascorbique a 11,4 mM

- Acide sulfuriquea 0,1 M

t=5 min t= 10 min t=30 min

8 g © A 15 v Wl g oy ar
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Figure 42. Dosage de I'arsenic en milieu acide sulfurique (0,1 M) sur une gamme 0 - 2,5 ppm a t=5 min, 10
min et 30 min
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L’intensité de la coloration bleue obtenue est dépendante de la concentration en arsenic. La
couleur évolue progressivement jusqu’a 10 minutes puis se stabilise par la suite. En définitif,
cette méthode permet donc de doser a I'ceil nu, en 10 minutes de réaction, une gamme de
concentration en arsenic qui débute a 500 ppb. En outre, des tests réalisés sur quelques
interférents ont permis de mettre en lumiére que seuls I'arsenic et le phosphate donnent cette

coloration bleue contrairement aux autres éléments testés. (Tableau 4)

t=5 min t=10 min
I EEEE | ... - .
Arsenic 8 o] F A ase [ Lm0 259 : oy A Asee |2 35w
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Phosphate : , PR R 0. B

Sulfate | 8 Ly 15¢ % % fs > iy 15 Wil %

Nitrate - ¢ ? ’ ’ 4
EEEEES  SEEEES
Magnésium g . v 2 . fag) (P .
EEEEEE | EEEmEmE-
Mercure [ : : 4 ‘y

Tableau 4. Etude de quelques interférents concernant le dosage au bleu de molybdéne en milieu acide
sulfurigue 0,1 M at=5 min et 10 min

Sur les 5 interférences testées, seul le phosphate donne une réponse colorée similaire a
l'arsenic (V). Cette méthode présente 'avantage de donner une réponse colorée permettant
un dosage a I'ceil nu et en 10 minutes de différentes concentrations en arsenic. Elle présente
également I'avantage d’utiliser des réactifs commercialisés a bas prix, simplifiant ainsi sa mise
en ceuvre. Les limites de la méthode au bleu de molybdéne révélées par cette étude
préliminaire sont doubles. La limite de détection est cinquante fois supérieure a celle que nous
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souhaiterions atteindre (10 ppb). De plus, elle n’est pas spécifique de I'arsenic en réagissant
notamment avec le phosphate.

Pour que cette méthode prometteuse puisse respecter le cahier des charges établi, il faudra
d’'une part abaisser le seuil de détection afin de déterminer a I'ceil nu des concentrations de

I'ordre de la dizaine de ppb. D’autre part, il faudra réussir a limiter 'impact des interférents.
B. Méthode utilisant le molybdate d ammonium et un colorant

Comme cela a été expliqué précédemment, il est possible de remplacer I'étape de réduction
du complexe hétéromolybdique par I'ajout d’'un colorant de type triaryiméthane (éthyl violet ou

vert de malachite). (Figure 43)
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Vert de malachite Ethyl violet

Figure 43. Structures chimiques du vert de malachite et de I’éthyl violet

Le vert de malachite et I'éthyl violet sont des colorants indicateurs de pH, en solution acide
(pH 4) ils donnent respectivement une couleur vert-turquoise et violet alors qu’'a des pH plus
acides, ils donnent une coloration jaune peu intense. lls ont la capacité de réagir de la méme
fagon avec les complexes molybdiques en milieu acide, pour former des microparticules
colorées qui finissent par précipiter au cours du temps et le colorant qui n’a pas réagi forme
des carbinols incolores.

Une étude du comportement entre le vert de malachite seul et I'arsenic (V) en milieu acide que
nous avons réalisé, a montré que le colorant ne réagissait pas directement sur I'arsenic. Il est
donc nécessaire, tout comme pour la méthode au bleu de molybdéne, de former des

complexes arsénomolybdiques. (Figure 44)
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Figure 44. Etude spectrophotométrigue du comportement entre le vert de malachite seul et I'arsenic (V)
en milieu acide sans avoir former de complexes arsénomolybdiques at=0, 5 min, 10 min et 30 min

Du fait de sa structure chimique fortement conjuguée, le vert de malachite possede deux
maximums d’absorption aux longueurs d’ondes de 440 et de 618 nm correspondants a deux
états de protonation. Cette étude indique que I'acidité de I'échantillon entraine une chute de
l'intensité de la coloration au cours du temps se traduisant par un déplacement hypochrome
de la bande spectrale. Ce phénomeéne est certainement di a la formation de carbinols

incolores.® (Figure 45)

N—CH,
/
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Figure 45. Forme carbinol incolore du vert de malachite8®

Dans l'optique d’'une simplification de protocole et d’obtenir une intensité de couleur la plus

importante possible, s’affranchir d’'une étape d’acidification des échantillons pourrait étre une
option envisageable. Cependant, des tests réalisés avec I'éthyl violet sur des échantillons
arséniés en présence de molybdate d’'ammonium a pH neutre, pH 2 et pH 1 ont montrés que

I'acide jouait un réle trés important dans la méthode de dosage. (Figure 46)
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Figure 46. Dosage de I'arsenic (V) par le molybdate d’ammonium et I’éthyl violet @ pH neutre,apH2 et a
pH1

Les échantillons arséniés et I'éthyl violet sont préparés dans de I'eau MilliQ ou dans de l'acide

sulfurique a 0,01 M ou a 0,1 M. Lorsque le pH est inférieur ou égal a 1, I'éthyl violet se situe a
une zone de virage qui ne donne pas de coloration aux échantillons quel que soit la
concentration en arsenic (V). A l'inverse, lorsque le pH est supérieur ou égal a 2, I'éthyl violet
donne une coloration violette intense aux échantillons ce qui empéche I'observation d’une
gamme. Afin de pouvoir obtenir une gamme de coloration selon la concentration en arsenic, il
faudrait donc que le pH des échantillons soit préalablement fixé entre 1 et 2.

Dans l'optique de développer une méthode standardisée consistant a ajouter des quantités
prédéfinies en réactifs dans I'échantillon, les variations de pH des eaux naturelles selon les
lieux de collecte pourraient poser probleme. Par exemple, une eau initialement plus acide que
la moyenne donnerait aprés I'ajout d’'une quantité d’acide prédéfinie, un échantillon au pH
inférieur a 1 qui ne réagirait pas.

D’aprés les travaux de I'équipe de Morita présentés dans la premiére partie, il est possible de
réaliser les dosages sur des échantillons qui ont été acidifiés aprés I'ajout du molybdate
d’ammonium. C’est-a-dire d’abaisser le pH aprés avoir ajouté les réactifs dans I'échantillon,
contrairement a la méthode précédente ou 'acide était ajouté avant les réactifs. Bien que la
concentration finale en acide dans I'’échantillon soit de 0,4 M, cela donne tout de méme une
coloration dépendante de la concentration en arsenic. Cela permet ainsi de s’affranchir de
I'étape préalable d’acidification des échantillons qui entraine des erreurs de mesure.

Afin de vérifier qu'’il était possible de doser I'arsenic par une forte acidification intervenant aprés
'ajout de molybdate d’ammonium, nous avons réalisé le test avec les mémes conditions

expérimentales de I'équipe de Morita utilisant I'éthyl violet comme colorant. (Figure 47)
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Figure 47. Dosage de I’arsenic (V) de 0 a 1 ppm a t= 30 s, 5 min, 10 min et 30 min par ajout successif de
molybdate d’ammonium, d’acide chlorhydrigue puis d’éthyl violet
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Au moment de I'ajout de I'éthyl violet, ce dernier donne une couleur jaune/vert a I'échantillon,
puis un changement de coloration se fait au cours du temps. Cette coloration se dissipe
progressivement au cours du temps pour étre remplacée par une coloration bleu/vert en
approximativement 30 minutes. L’intensité observée de cette couleur est dépendante de la
concentration en complexes arsénomolybdiques. Ainsi, aprés 30 minutes, I'échantillon de
référence est quasiment incolore alors que I'échantillon contenant 1 ppm d’arsenic (V) donne
une couleur bleu turquoise intense.

Cette technique permet de discriminer a I'ceil nu des teneurs de 50 ppb en arsenic (V) en 30
minutes de réaction. L'utilisation d’un colorant de type triarylméthane a ainsi permis d’abaisser
la limite de détection d’un facteur 10 (500 — 50 ppb). Néanmoins, 'amélioration de la
sensibilité s’est faite au détriment du temps d’analyse qui est passé de 10 a 30 minutes.

Un travail complémentaire d’optimisation, consistant a abaisser les temps de réaction de la

méthode utilisant du molybdate d’ammonium et un colorant triarylméthane a alors été réaliseé.
1 Optimisation de protocole

Concernant le dosage au bleu de molybdene, comme cela a été présenté dans la premiéere
partie, 'utilisation de réducteur métallique comme I'étain Sn(ll) ou I'antimoine Sb(lll) permet
de grandement accélérer la réduction de la structure de Keggin.%6157158 pour rappel,
I'hypothése avancée par Going et Eisenreich est que I'accélération de la vitesse de réduction
en présence d’antimoine Sb(lll) peut étre due soit 8 un changement structurel du complexe
d’hétéropolyacides qui facilite la réduction, soit qu'’il réduit le complexe en se transformant en
Sb(V), pour étre ensuite immédiatement réduit par I'acide ascorbique en Sb(lll).1%8

Si l'utilisation d’antimoine permet effectivement un changement structurel du complexe
arsénomolybdique qui augmente sa réactivité, alors peut-étre qu’il est possible qu’il puisse
accélérer la formation de particules entre le colorant et le complexe arsénomolybdique.

Afin de le vérifier, nous avons réalisé des tests en présence de sels de tartrate d’antimoine et
de potassium avec les proportions habituellement utilisées lors du dosage au bleu de

molybdéne. (Figure 48)
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Figure 48. Dosage de I'arsenic (V) de 0 @ 1 ppm a t= 10 min et 30 min par ajout de molybdate
d’ammonium, d’acide chlorhydrique et d’éthyl violet en absence ou en présence de 80 uM de tartrate
d’antimoine et de potassium (PAT)

La gamme obtenue est identique, qu’il y ait ou pas présence de sels d’antimoine. Cela indique
que l'accélération de la réaction lors du dosage au bleu de molybdéne, serait plutét due au
caractére réducteur de l'antimoine et non pas a un changement structurel du complexe
arsénomolybdique. La réduction du complexe n’intervenant pas dans cette méthode,
I'utilisation du sel de tartrate d’antimoine et de potassium n’a donc pas permis d’accélérer la
cinétique de décoloration, un autre moyen de descendre a un temps d’analyse de 10 minutes
a alors été imaginé.

D’apreés la littérature, I'éthyl violet développe des microparticules avec la structure de Keggin
formée entre l'arsenic (V) et le molybdate. Les vitesses d’ajout des réactifs font que le
molybdate d’ammonium et le colorant sont quasiment ajoutés en méme temps. Le colorant
réagirait donc avec les complexes qui se forment progressivement au cours du temps. Si 'on
émet [I'hypothése que Ile colorant interfére avec la formation des complexes
arsénomolybdiques, cela pourrait expliquer 'augmentation du temps de réaction.

En partant de cette supposition, il serait possible d’accélérer la cinétique de décoloration en
faisant réagir au préalable le molybdate d’ammonium avec I'arsenic (V) avant d’ajouter le
colorant.

La Figure 49 montre les résultats obtenus avec un temps de contact de 5 minutes entre
'arsenic (V) et le molybdate d’ammonium avant I'ajout d’éthyl violet ou de vert de malachite.
(Figure 49)

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 83

(@) BY-NC-ND | mEN|



Ethyl Violet Vert de Malachite

t=5min t=5min

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb

* >

& 4 i 4 v N Nk (7/

¥ : § . . !
&“'; Y dogb 75 ; 3 Fkoped [l A &=
& ~1 N BB ) ¢ 84 Y ; INE -y

~

£l

P \ == _d
- Winpr
= { F =
%_.f‘ | ~_;-T?"’ . 7 el
t= 10 min t=10 min

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb

Figure 49. Dosage de I’arsenic (V) de 0 a 500 ppb a t= 5 min et 10 min aprés I'ajout d’éthyl violet ou de vert

de malachite dans un échantillon acide contenant des complexes arsénomolybdigues (temps de contact
entre As(V) et le molybdate d’ammonium de 5 min)

Le fait de préalablement former les complexes arsénomolybdiques pendant 5 minutes avant
'ajout du colorant, permet de diminuer grandement le temps de décoloration, conduisant a
I'observation d’'une gamme a partir de 5 minutes. En effet, la gamme obtenue en 10 minutes
de décoloration avec cette nouvelle méthode est similaire a celle obtenue en 30 minutes avec
la méthode précédente. De plus, il est & noter que le vert de malachite donne de meilleurs
résultats que I'éthyl violet lors d’'un dosage en solution. Avec cette nouvelle méthode, nous
avons pu diminuer les temps de réaction en permettant la détection de quelques dizaines de
ppb d’arsenic (V) a I'ceil nu en 10 minutes (5 minutes de contact entre I'arsenic(V) et le
molybdate d’'ammonium + 5 minutes de décoloration).

Le changement de couleur des différents échantillons se traduit en spectrophotométrie UV-
Visible par une forte baisse de I'absorbance a 440 nm et par une baisse moins marquée de

'absorbance a 618 nm. (Figure 50)
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Figure 50. Suivi en spectrophotométrie UV-Vis d’une gamme en arsenic (V) de 0 a 100 ppb a t=0, 5 min,

10 min et 30 min aprés I'ajout de vert de malachite dans un échantillon acide contenant des complexes

arsénomolybdiques (temps de contact entre As(V) et le molybdate d’ammonium de 5 min)

L’évolution de l'absorbance observée au cours du temps a 440 nm ne permet pas de

déterminer les concentrations en arsenic (V) de la gamme, du fait des faibles variations de

valeur. (Figure 51)
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Figure 51. Analyse de la régression linéaire des valeurs d’absorbance a 440 nm sur une gamme en

arsenic (V) de 0 a 100 ppb a t= 5 min et 10 min aprés I’'ajout de vert de malachite dans un échantillon acide

contenant des complexes arsénomolybdigues (temps de contact entre As(V) et le molybdate de 5 min)

Les valeurs d’absorbance a 440 nm pour des concentrations en arsenic (V) de 10, 25, 75 et

100 ppb sont en effet pratiquement similaires ce qui empéche d’en sortir une tendance. A

contrario, les valeurs d’absorbance observées a 618 nm sont clairement identifiables selon la

concentration en arsenic (V). Ainsi, les études de linéarité a 618 nm révélent qu’il est possible

de déterminer avec précision la teneur en arsenic (V) dans I'échantillon aux temps de 5 et 10

minutes. (Figure 52)
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Figure 52. Analyse de la régression linéaire des valeurs d’absorbance a 618 nm sur une gamme en
arsenic (V) de 0 a 100 ppb a t= 5 min et 10 min aprés I’ajout de vert de malachite dans un échantillon acide
contenant des complexes arsénomolybdigues (temps de contact entre As(V) et le molybdate de 5 min)

Les valeurs des coefficients de corrélation R? proches de 1 confirment I'évolution linéaire de
la réponse a 618 nm en fonctions de la concentration en arsenic (V). Les mesures a 5 et a 10
minutes aprés l'ajout du vert de malachite sont celles qui possédent ainsi les meilleures
résolutions. En prenant en compte les 5 minutes de réaction préalable entre le molybdate
d’ammonium et I'arsenic (V), cela correspond in fine & un temps d’analyse situé entre 10 et 15
minutes.

Cette nouvelle méthode que nous avons développée se basant sur la formation des complexes
arsénomolybdiques avant I'ajout du colorant permet la mesure des concentrations en arsenic
(V) de l'ordre de la dizaine de ppb visées. Cependant, la détermination a I'ceil nu des
concentrations aux alentours de 10 ppb s’avére délicate. L'utilisation d’un spectrophotométre
UV-Visible se révéle nécessaire pour lever toute ambiguité de détection a I'ceil nu. Néanmoins,
bien qu’il existe des modeles miniaturisés portables, il serait souhaitable de ne pas utiliser ce
type de matériel colteux et de trouver une solution plus simple.

La difficulté de détermination a I'ceil nu de faibles teneurs en arsenic (V) est due a la forte
dilution de la coloration en solution. S’il était possible de concentrer la coloration obtenue lors
de ce dosage, il serait envisageable de surmonter cette difficulté. Lors de ses travaux sur le
dosage de l'arsenic par la méthode au bleu de molybdéne, I'équipe d’Okazaki a pu concentrer
la coloration par rétention des complexes arsénomolybdiques réduits sur une membrane
filtrante d’acétate de cellulose.'” Il est donc possible de concentrer les structures de Keggin
réduites sur un filtre papier, mais cela n’a encore jamais été essayé avec la méthode au
molybdate d’ammonium et au vert de malachite. Le travail qui suit présente les essais de

rétention des particules colorées formées entre le complexe arsénomolybdique et le colorant.

2. Développement dune nouvelle méthode visuelle de dosage de

L'arsenic par une membrane filtrante

Rappelons que l'arsenic, lorsqu’il est sous son état d’oxydation (+lll), ne posséde plus la

capacité de former des complexes arsénomolybdiques et qu’ainsi, il ne peut pas étre doser.
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Cependant, il est possible d’'oxyder rapidement I'arsenic (lll) en arsenic (V) pour ensuite le
doser par la méthode au bleu de molybdéne. De plus, la forte analogie chimique qui existe
entre 'arsenic (V) et le phosphate entraine par conséquent des réponses surestimées lorsque
ce dernier est présent dans I'échantillon. Lors de ses travaux, I'équipe d’Okazaki s’est basée
sur ces deux constatations pour développer une méthode permettant de doser I'arsenic (lll).
Le principe consiste a éliminer indifféeremment le phosphate et I'arsenic (V) pour ne récupérer

que l'arsenic (lll). (Figure 53)

Figure 53. Schéma du montage utilisé par I’équipe d’Okazaki. a) seringue en polypropyléne ; b) cartouche
en polypropyléne ; c) fritté ; d) CaCOs en poudre ; e) adaptateur en polypropyléne ; f) contenant de la

membrane filtrante ; g) membrane filtrante ; h) fritté supportant la membrane 9

La méthode développée par I'équipe d’Okazaki pour doser I'arsenic (lll) consiste ainsi a
éliminer l'arsenic (V) et le phosphate en aspirant 10 mL d’échantillon au travers d'une
cartouche composée de 500 mg de carbonate de calcium (CaCOg). La cartouche est ensuite
retirée et I'échantillon est acidifi¢ en prélevant 200 puL d’acide sulfurique 2,5 M dans la
seringue. Puis I'arsenic (ll) est ensuite oxydé en arsenic (V) en deux minutes en prélevant du
permanganate de potassium 0,3%. Les complexes arsénomolybdiques réduits sont ensuite
formés en prélevant et en laissant réagir pendant 15 minutes, 900 ul d’'un mélange de
molybdate d’ammonium, de tartrate d’antimoine et de potassium et de sulfate d’hydrazine.
Ensuite, 100 puL de bromure de n-dodécyltriméthylammonium (0,1% w/v) sont prélevés dans
la seringue pour former un ion associé avec le bleu de molybdéne. La seringue est ensuite
connectée a 'embout collecteur et I'échantillon est passé au travers d’'une membrane filtrante.
La mesure de la concentration en arsenic (Ill) se fait par comparaison a I'ceil nu de la couleur

obtenue avec un abaque proposé. (Figure 33)
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Figure 33. Variation de couleur par rétention de complexes arsénomolybdigques par une membrane
filtrante d’acétate de cellulose (0,8 um) a différentes concentrations en arsenic

La nature de la membrane filtrante utilisée peut influencer la rétention de coloration. En effet,
les membranes composées d’ester ou d’acétate de cellulose sont celles qui ont été définies
comme ayant la meilleure capacité de rétention du bleu de molybdéne.®°

En s’inspirant du travail réalisé par I'équipe d’Okazaki, nous avons imaginé un montage
composé d'un disque de membrane filtrante contenu entre deux disques de frittés en
polyéthyléne, eux-mémes contenus dans une précolonne Chromabond® de chromatographie
flash. Cette précolonne peut étre connectée a une seringue. (Figure 54)
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Figure 54. Matériel utilisé pour la filtration des particules de complexes arsénomolybdiques/vert de
malachite et schéma du montage

Le disque de membrane filtrante est un disque de papier composé de cellulose traitée afin de
résister aux acides. Nous avons utilisé des filtres papier Whatman Grade 2 et 41 possédant
respectivement une porosité de 8 et 20 um.

L’objectif est ici de transposer la méthode que nous avons optimisée en solution a la méthode
de rétention de coloration développée par I'équipe d’Okazaki. Le principe étant de retenir la

coloration obtenue en solution sur un support solide, il est préférable de passer I'échantillon
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au travers de la membrane filtrante au moment ou elle est la plus forte. C’est-a-dire juste apres
I'ajout du vert de malachite, avant que la cinétique de décoloration n’entre en jeu.

La nouvelle méthode que nous avons développée consiste ainsi a prélever un échantillon dans
une seringue en polypropyléne, a I'acidifier, a ajouter du molybdate d’ammonium et laissé a
réagir pendant 5 minutes. Aprés ajout de vert de malachite, la seringue est branchée a une
cartouche contenant un disque de papier Whatman. L’échantillon est passé a travers le filtre,
la cartouche est finalement ouverte et le disque de papier filtre est récupéré pour analyse
visuelle. (Figure 55)
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réactionnel minutes

Figure 55. Schéma du protocole de dosage de I'arsenic (V) par rétention des particules colorées formées
lors du dosage au molybdate d’ammonium et au vert de malachite, au travers d’'une membrane filtrante

de porosité 8 um
Les analyses en spectrophotométrie UV-Visible des filtrats indiquent que les particules

formées entre les complexes arsénomolybdiques et le vert de malachite sont en parties
retenues par le disque de papier lors du passage de I'’échantillon a travers la précolonne.
(Figure 56)
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Figure 56. Analyses en spectrophotométrie UV-Vis. des filtrats d’échantillons passés au travers d’une
membrane filtrante de papier Whatman Grade 2 aprés le protocole au molybdate d’ammonium et au vert
de malachite en comparaison d’échantillons non filtrés ayant suivi le méme protocole

Pour les échantillons passés au travers de la membrane filtrante, l'intensité de I'absorbance
aux maximums d’absorption est environ inférieure d’'un facteur deux par rapport aux
échantillons de référence.

Une fraction des particules formées entre les complexes arsénomolybdiques et le vert de
malachite passe dans le filtrat qui se colore légerement. Les autres sont retenues par la
membrane filtrante qui se colore en bleu et dont lintensité de coloration dépend de la
concentration en arsenic (V). C'est le papier Whatman Grade 2 qui a donné les meilleures
capacités de rétention de la coloration. (Figure 57)

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb

Figure 57. Coloration de papier filtre Whatman Grade 2 (8 um) par rétention de particules formées entre
les complexes arsénomolybidgues et le vert de malachite

Afin d’avoir une coloration suffisante du filtre, il a fallu comme dans la littérature, augmenter
les volumes d’échantillons. Un volume de 10 mL permet d’avoir une coloration correcte du
filtre pour faire une différence a I'ceil nu entre la référence et une concentration en arsenic (V)
de 10 ppb.

En plus d’abaisser fortement le seuil de détection a I'ceil nu, l'utilisation d’'une membrane
fitrante donne donc l'avantage supplémentaire de s’affranchir du temps d’attente de 10
minutes, nécessaire pour 'obtention d’'une gamme lors du dosage en solution.
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Cette nouvelle méthode de dosage de l'arsenic utilisant une membrane filtrante que nous
avons développée, permet in fine de quantifier a I'ceil nu des teneurs entre 0 et 100 ppb. Le
dosage se fait en seulement 5 minutes tout en permettant de détecter les concentrations seuils
en arsenic de 10 et 50 ppb fixées par TOMS. Cette méthode présente également l'intérét
d'utiliser des réactifs qui ne sont pas considérés comme dangereux par la commission des
normes, de I'équité, de la santé et de la sécurité du travail (CNESST), sauf en cas d’ingestion.
Elle respecte donc un grand nhombre des conditions du cahier des charges que ce soit pour le
temps d’analyse, 'absence de formation de produits toxiques, la limite de détection et
I'obtention d’'une gamme entre 0 et 100 ppb. Cependant, elle ne correspond pas a une
méthode simple a appliquer pour une personne novice dans les manipulations de dosage.
Lors de I'étude de marche, les prospects ont exprimé leur préférence pour un dosage simple
sous le format de bandelette. Nous venons de voir qu’il est possible de retenir les complexes
colorés par un filtre papier, mais est-il possible de former les complexes directement dans le
papier ?

3. Méthode supportée sur format papier

Le transfert d’'une méthode de dosage en solution a une méthode de dosage sur un support
solide permet de grandement réduire les temps d’analyse ainsi que le nombre de
manipulations di a l'ajout des réactifs. Le format bandelette est le support physique le plus
simple a utiliser pour un manipulateur. L’entreprise Novassay est familiére a ce format, en effet
elle commercialise sous le nom d'Uranalyze®, des bandelettes tests colorimétriques

permettant le dosage de I'uranium entre 0 et 100 ppm en 60 secondes.'®® (Figure 58)

Evaluer la concentration en uranium en se référant
al’abaquede couleurs présentsur le flacon
Bandelettes test
Uranalvze®

o 9m O &, e b s g 1§
Plonger la bandelette dans la solution a tester el B el R ]
| durantle temps indiqué sur la notice d'utilisation

4 ovsso \-—)

-
N

SR @ 60 secondes

Insérer labandelette dans le lecteur dédié
pourune mesure tres precise

Figure 58. Principe d’utilisation des bandelettes tests colorimétriques Uranalyze® commercialisées par
Novassay destinées au dosage de I'uranium en solution acide

Le protocole d’utilisation consiste simplement a immerger la bandelette dans un échantillon

acide (pH < 1) de 5 mL pendant 60 secondes. Puis de comparer la couleur obtenue avec

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 91

(@) BY-NC-ND | mEN|



'abaque de couleur fournie sur le tube afin de déterminer a I'ceil nu la concentration en
uranium. Dans le cas ou [lutilisateur aurait besoin d’'une valeur numérique, Novassay
commercialise un lecteur de bandelette basé sur la colorimétrie permettant d’obtenir une
valeur plus précise de la concentration en uranium.%°

En s’inspirant des connaissances et du savoir-faire de Novassay dans I'élaboration de
bandelettes tests colorimétriques, différents types de formulation ont été essayés pour adapter

la technique au bleu de molybdéene au format bandelette.

a) Dosage de l'arsenic par la technique au bleu de molybdéne
supportée sur format bandelette

L’élaboration d’une bandelette consiste a plonger un carré de papier filtre Whatman Grade 41
(1x1 cm) dans un bain d'imprégnation, de sécher ce carré puis de le coller sur une bandelette
de PVC transparent (7x1 cm). Le bain d’'imprégnation dont la formulation a été développée et
brevetée par Novassay est constitué d’'un solvant, d’'un agent mouillant, d’'un agent stabilisant,
d’un agent homogénéisant et d’'un agent actif.*&

Dans le cas de la formulation du bain d’'imprégnation concernant la méthode au bleu de
molybdéne, I'agent actif est constitué de molybdate d’ammonium et de tartrate d’antimoine et
de potassium. Une fois que les bandelettes sont fabriquées, le protocole consiste ensuite a
les plonger dans des échantillons de 5 mL au pH inférieur a 1 pendant 2 minutes. Puis de les
sécher sur du papier absorbant avant d’ajouter une goutte (50 pL) d’acide ascorbique a 80

mM sur les carrés de papier. (Figure 59)

Blanc 500 ppb 2 ppm 10 ppm 40 ppm 70 ppm 100 ppm

Figure 59. Dosage de I’arsenic (V) en échantillon acide (5 mL) entre 0 et 100 ppm par des bandelettes au
bleu de molybdéne a t= 5 min aprés I'ajout de I’acide ascorbique

Les tests ont montré que la méthode au bleu de molybdéne classique n’était pas transférable
au dosage sous format de bandelette test. Méme a de trés fortes concentrations de I'ordre de
la centaine de ppm, le papier ne se colore pas alors qu’une coloration bleue était attendue.
Cela signifie qu’il 'y a pas de réduction de la structure de Keggin, nous avons essayé de
forcer la réduction en augmentant les concentrations en acide ascorbique, mais ¢a n’a pas
fonctionné. Cela peut étre di a différentes raisons comme le fait que le molybdate
d’ammonium ou que le tartrate d’antimoine et de potassium ne sont pas suffisamment retenus
par le support papier qui les relargue lors du contact avec I'échantillon. Ou bien qu'il y ait des
interactions avec le support papier qui empéche soit la formation, soit la réduction de la

structure de Keggin.
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b) Dosage de 1'arsenic par la technique au molybdate d’ammonium
et a I'éthyl violet/vert de malachite supportée sur format bandelette

Les tests en solution présentés précédemment ont indiqgué que la méthode au molybdate
d’ammonium couplée a un colorant de type triarylméthane donnait de meilleurs résultats en
termes de détection que la technique au bleu de molybdéne classique. Concernant le transfert
de cette méthode au format bandelette, 'agent actif du bain d’imprégnation est ici composé
de molybdate d’ammonium et d’'un colorant, I'éthyl violet ou le vert de malachite. Aprés
imprégnation, les bandelettes a I'éthyl violet possédent une couleur violette uniforme et celles

au vert de malachite, une couleur turquoise uniforme. (Figure 60)

Bandelettes a I’éthyl violet

Bandelettes au vert de malachite

Figure 60. Photo présentant les bandelettes a I’éthyl violet en haut et les bandelettes au vert de malachite
en bas

Une fois que les bandelettes sont fabriquées, elles sont plongées dans des échantillons de 5

mL au pH inférieur a 1 pendant 60 secondes, puis elles sont égouttées sur du papier

absorbant. (Figure 61)
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60 secondes

(b) Blanc 500 ppb 1 ppm 10 ppm 40 ppm 70 ppm 100 ppm

Figure 61. (a) Schéma du protocole de dosage par des bandelettes au molybdate d’ammonium et a un
colorant triarylméthane. (b) Dosage de I’arsenic (V) en échantillon acide (5 mL) entre 0 et 100 ppm par des
bandelettes au molybdate d’ammonium et au vert de malachite aprés 60 secondes de contact

L’évolution de la coloration obtenue avec les bandelettes au vert de malachite est trés peu
marquée avec 'augmentation de la concentration en As(V). La seule observation possible est
un assombrissement de la couleur turquoise de I'échantillon a 100 ppm par rapport a la
référence, mais il n’est pas réellement possible de faire le distinguo.

Contrairement aux bandelettes au vert de malachite, celles a I'éthyl violet donnent quant a

elles une réponse vis-a-vis de I'arsenic (V). (Figure 62)

Blanc 500 ppb 1 ppm 10 ppm 40 ppm 70 ppm 100 ppm

Figure 62. Dosage de I’arsenic (V) en échantillon acide (5 mL) entre 0 et 100 ppm par des bandelettes au
molybdate d’ammonium et a I’éthyl violet aprés 60 secondes de contact

Les bandelettes a I'éthyl violet réagissent avec I'arsenic (V) en donnant une gamme de couleur
allant du blanc cassé au turquoise en passant par le bleu. Ce qui permet d’affirmer qu’il est
donc possible de former in situ les complexes colorés, directement dans la matrice papier. Ces
bandelettes permettent de déterminer tres facilement et trés rapidement (60 secondes) des
concentrations en arsenic (V) a l'échelle de la dizaine de ppm. Toutefois, aprés des
concentrations en arsenic (V) de 40 ppm, il est difficile de bien différencier les nuances de
couleur du fait d’'une saturation de la coloration. La gamme de dosage peut cependant étre

resserrée entre 0 et 10 ppm. (Figure 63)
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Blanc 500 ppb 1 ppm 2 ppm 5 ppm 7 ppm 10 ppm

Figure 63. Dosage de I'arsenic (V) en échantillon acide (5 mL) entre 0 et 10 ppm par des bandelettes au
molybdate d’ammonium et a I’éthyl violet aprés 60 secondes de contact

Entre 0 et 10 ppm, les bandelettes a I'éthyl violet donnent une coloration différente pour chaque
concentration en arsenic (V). La méthode au molybdate d’ammonium et a I'éthyl violet
supportée sur papier permet ainsi de doser a I'ceil nu des concentrations comprises entre 0 et
10 ppm avec une limite de détection située aux alentours de 500 ppb. Contrairement au
dosage de l'arsenic (V) en solution, c’est ici I'éthyl violet qui donne les meilleurs résultats lors
du dosage en bandelette.

Le transfert de la méthode au molybdate d’ammonium et a I'éthyl violet du format liquide au
format bandelette a permis de grandement simplifier la méthode que ce soit en termes de
préparation d’échantillon ou de temps d’analyse. Néanmoins, cela s’est fait au détriment de la
sensibilité, puisqu’elles sont uniquement capables de doser de fortes concentrations en
arsenic (V), a I'échelle du ppm. Elles pourront toutefois étre affectées au développement d’'un

produit destiné a une gamme de dosage entre 0 et 10 ppm.

4. Etude des interférences

La méthode au molybdate d’ammonium couplé a un colorant de type triarylméthane que nous
avons développée, permet de doser en 5 minutes des concentrations en arsenic (V) de I'ordre
de la dizaine de ppb. Comme cela est possible grace a la formation de complexes
arsénomolybdiques, les interférences connues du dosage au bleu de molybdéne seront trés

certainement les mémes. (Figure 64)
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Etude d'interférences en solution (100 ppb)
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Figure 64. Etude d’interférence de divers cations et anions a 100 ppb lors du dosage en solution par le
protocole optimisé a t= 10 min (temps de contact entre les ions et le molybdate de 5 min avant I’'ajout du
vert de malachite)

Sur les différents anions et cations testés, seul deux se révélent réagir avec la méthode
améliorée que nous avons mis en place. |l s’agit du silicate et du phosphate qui sont les deux
interférences connues. L'étude d’interférences a également été portée sur les bandelettes a
I'éthyl violet. (Figure 65)
Etude d’interférence (5 ppm)
As(V) As(m)  cd* CN- Cu Hg2* NO;- Pb2+

Figure 65. Etude d’interférence d’échantillons acide de 5 mL contenant divers cations et anions sur les
bandelettes au molybdate d’ammonium et a I’éthyl violet aprés 60 secondes de contact

Le silicate qui est un interférent lors du protocole en solution ne I'est plus lors du transfert du
protocole au format de bandelettes a I'éthyl violet. Cette constatation peut s’expliquer par le
fait que le silicate peut réagir avec les fibres de papier.19::1921931% Bjen que le test sous format
bandelette ne puisse doser que de fortes concentrations de I'ordre du ppm, il présente malgré
cela 'avantage de supprimer l'interférence liée au silicate et de n’avoir plus que le phosphate
comme interférent.

Pour que les méthodes de dosage de I'arsenic (V) que nous avons développées puissent étre
exploitées, il faut pouvoir limiter I'action du phosphate et du silicate contenus dans les

échantillons.

Tom Boucherle | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2018 96

(@) BY-NC-ND | mEN|



a) Phosphate

L’analyse en spectrophotométrie UV-Visible révéle que le phosphate est bien un interférent
dans le dosage en solution de I'arsenic par la méthode au molybdate d’ammonium et au vert

de malachite. (Figure 66)
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Figure 66. Etude de l'interférence du phosphate par spectrophotométrie UV-Vis. sur le dosage au
molybdate d’ammonium et au vert de malachite par rapport a I’arsenic (V) at=0 et a t= 10 min apres
I'ajout de vert de malachite dans un échantillon acide contenant des complexes
arsénomolybdigues/phosphomolybdiques (temps de contact entre As(V)/phosphate et le molybdate
d’ammonium de 5 min)

Cette étude indique également que le phosphate n’a pas le méme comportement que I'arsenic
(V) au cours du temps. Si a t= 0, la réponse spectrophotométrique du phosphate est
pratiquement la méme que celle de 'arsenic (V), il n’en est pas de méme aprés 10 minutes de
réaction. En effet, les valeurs d’absorbance du complexe phosphaté sont plus élevées au
niveau du maximum d’absorption a 618 nm. Il y a également apparition d’'un épaulement a 644
nm pour la concentration en phosphate de 100 ppb. Nous avions également observé cet
épaulement sur de plus fortes concentrations en arsenic (V) supérieures a 100 ppb. Cela
signifie que pour des concentrations équivalentes en arsenic (V), le phosphate donne une
réponse plus intense.

Cette interférence liée au phosphate lors du dosage en solution est également observable lors

du transfert au format bandelette. (Figure 67)
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Blanc 500 ppb 2ppm 10 ppm 40 ppm 70 ppm 100 ppm

Figure 67. Dosage du phosphate en échantillon acide (5 mL) entre 0 et 100 ppm par des bandelettes au
molybdate d’ammonium et a I’éthyl violet aprés 60 secondes de contact

Les couleurs obtenues par les bandelettes a I'éthyl violet aprés avoir été plongées dans des
échantillons phosphatés acides sont les mémes que celles obtenues avec des échantillons

arséniés acides.
b) Silicate

Le silicate est également un interférent bien connu de la méthode au bleu de molybdéne. C’est
pourquoi nous avons effectué un test d’interférence du silicate sur le test au vert de malachite.
(Figure 68)
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Figure 68. Etude de l’'interférence du silicate par spectrophotométrie UV-Vis. sur le dosage au molybdate
d’ammonium et au vert de malachite par rapport a I’'arsenic (V) a t= 0 et & t= 10 min aprés I'ajout de vert de
malachite dans un échantillon acide contenant des complexes arsénomolybdiques/silicomolybdigues
(temps de contact entre As(V)/silicate et le molybdate d’ammonium de 5 min)

Pour des concentrations équivalentes, les spectres UV-visibles du silicate sont proches de
ceux de I'arsenic (V). Pour une concentration en silicate de 100 ppb, a partir de 10 minutes de
décoloration, le méme épaulement que celui observé pour 100 ppb de phosphate est ici
constaté. Deux hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer cet épaulement observé a

644 nm uniquement pour le silicate et le phosphate a 100 ppb.
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Soit il y a une différence de réactivité dans la formation des complexes molybdiques, soit il y
a une différence de comportement entre les complexes arsénomolybdiques et ses équivalents
phosphates et silicates avec le colorant. Soit c’est une combinaison de ces deux hypothéses.
Malheureusement, comme les mécanismes sont inconnus que ce soit pour la formation des
complexes molybdiques ou pour la formation des particules avec le colorant, il est difficile de
donner une explication a cette observation. Cependant, on peut noter que la différence la plus
marquée qu'il y a entre I'arsenic d’'une part et le phosphore et le silicium d’autre part, concerne
la taille. En effet, le rayon atomique est de 1,10 A pour le phosphore, de 1,18 A pour le silicium
et de 1,21 A pour 'arsenic.'®> Alors peut-étre que la taille des atomes pourraient jouer un role
dans la cinétigue de formation des complexes.

Ces deux interférences liées au phosphate et au silicate sont bien connues de la communauté

scientifique qui a proposé diverses solutions pour y remédier.
C. Elimination des interférences

Dans la littérature, le silicate est exclusivement éliminé par 'ajout de fluorure de sodium (NaF)
dans un échantillon acide. Cet ajout permet de former du fluorosilicate de sodium qui inhibe la
formation des complexes silicomolybdiques.%6:1%7
SiO; + 4 HCI + 6 NaF — Na,SiFs + 2 H.O + 4 HCI

L’interférence phosphate quant a elle, peut étre éliminée de différentes maniéres d’apres la
littérature. 1l est possible de le retenir conjointement avec I'arsenic (V) par a un passage sur
une colonne de carbonate de calcium (CaCO:s) puis, de doser aprés oxydation, I'arsenic (lIl)
qui n'a pas été éliminé.1®® || est également possible d’éliminer spécifiquement le phosphate
grace a une résine faiblement basique.” Il existe une troisieme méthode peu étudiée dans la
littérature mais qui est cependant utilisée par les collectivités d’Amérique du Nord pour enrayer
les phénoménes d’eutrophisation dus au phosphate. Cette troisieme méthode consiste a
utiliser de I'hydroxyde de lanthane (La(OH)s).1%

1 Carbonate de calcium (CaCOs)

Lors de ses travaux sur la rétention de couleur des complexes arsénomolybdiques, I'équipe
d’'Okazaki a pu éliminer linterférence phosphate. Le processus consiste a éliminer
simultanément le phosphate et I'arsenic (V) par aspiration de I'échantillon au travers d’'une
cartouche de carbonate de calcium et de récupérer I'arsenic (Ill) qui n’a pas été éliminé. Il faut
ensuite oxyder I'arsenic (lll) en arsenic (V) afin de pouvoir le doser.

Pour que I'élimination du phosphate et de I'arsenic (V) se fasse, il faut avoir préalablement

ajouté du chlorure de calcium (CacCl;) dans I'échantillon. En effet, en présence de carbonate
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et de chlorure de calcium, a pH supérieur a 8, ce dernier minéralise pour former de la vatérite.
La vatérite de formule chimique CaCO3 correspond a du carbonate de calcium sous forme
cristalline. Elle posséde un fort pouvoir adsorbant envers le phosphate.'*® L’arsenic (V) réagit
de la méme facon que le phosphate et il est rapidement éliminé par le carbonate de calcium
en présence de chlorure de calcium a pH supérieur a 8.2%°

Nous avons réalisé des tests d’élimination du phosphate, de I'arsenic (V) et de I'arsenic (lll)
en utilisant la méthode optimisée de dosage en solution par le molybdate d’ammonium et le
vert de malachite. La phase d’élimination des interférents basée sur celle utilisée par I'équipe
d’'Okazaki consiste au passage d’'un échantillon de 10 mL, auquel a été rajouté du chlorure de
calcium, au travers d’une cartouche contenant 500 mg de carbonate de calcium.

Lors du passage I'échantillon se charge en carbonate de calcium et donne une laitance
blanche, qui peut étre éliminée par un filtre seringue de 0,45 uM. Néanmoins, une partie du
carbonate de calcium se solubilise et modifie le pH des échantillons. Afin de conserver
l'intégrité du témoin, il faut augmenter la quantité d’acide ajouté pour qu’il ne se colore pas.
(Figure 69)

Blanc Phosphate i i Arsenic (V) AEERIENT) Arsenic (Ill) AESERIEIL
Blane Cartouche 100 ppb 100 ppb 100 ppb 100ppb 100 ppb 100 ppb
PP Cartouche PP Cartouche PP Cartouche
1 ,' = N e - -
s o = g
, .-

Figure 69. Elimination de I'interférence phosphate par une cartouche au carbonate de calcium. Etude
portée sur des échantillons contenant 100 ppb de phosphate, d’arsenic (V) ou d’arsenic (lll) (10 ml
d’échantillon passés a travers 500 mg CaCOz a une vitesse de 10 mL/min) t= 10 min

Les échantillons de référence contenant 100 ppb de phosphate, d’arsenic (V) ou d’arsenic (l11)
qui ne sont pas passés a travers la cartouche donnent une coloration verte. Les échantillons
contenant les mémes concentrations qui sont passés a travers la cartouche de carbonate de
calcium donnent tous la méme coloration, correspondant au témoin (Blanc Cartouche).
L’utilisation d’'une cartouche au carbonate de calcium permet bien d’éliminer l'interférence liée
au phosphate. Elle élimine également I'arsenic (V) tout comme dans le protocole de I'équipe
d’Okazaki. Cependant, nous avons observé une élimination de I'arsenic (lll) lors du passage
sur la colonne. Ce phénoméne a été décrit par I'équipe de Roméan-Ross qui a observé que
larsenic (Ill) pouvait étre piégé dans le réseau cristallin lors de la minéralisation de la
vatérite.??

L'utilisation de cette cartouche au carbonate de calcium sur le protocole que nous avons
élaboré ne donne pas les mémes résultats que ceux obtenus par I'équipe d’Okazaki. Cela peut
notamment s’expliquer par la différence de matériel. L’équipe d’Okazaki a utilisé des
cartouches de 13 mm de diamétre et 49 mm de hauteur faites sur mesure, avec du carbonate

de calcium de granulométrie 12 um contenu entre deux frittés en verre. Alors que nous avons
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utilisé une cartouche Chromabond® de 12 mm de diamétre et de 65 mm de hauteur, avec du
carbonate de calcium de granulométrie hétérogéne contenu entre deux frittés de polyéthyléne
qui pourraient peut-étre interagir avec I'arsenic (lll). Il serait intéressant pour des recherches
futures de pousser les investigations en faisant la manipulation avec simplement le fritté ou en

utilisant du matériel passivé qui ne réagirait pas avec 'arsenic (lll).

2. Reésines

D’aprés les travaux réalisés par Morita, il serait possible d’éliminer spécifiguement le
phosphate, jusqu’a 50 mg/L (ppm), en passant I'’échantillon au travers d’une colonne de résine
faiblement basique (Dowex Marathon WBA). L’élimination du phosphate se ferait sans pour
autant modifier la concentration ni en arsenic (Ill) ni en arsenic (V) si le pH de I'échantillon se
situe entre 2 et 7. (Figure 70)

.ﬂ{lx:}l‘plic'rl'l /9%

Figure 70. Effet du pH sur ’adsorption par une colonne de résine échangeuse d’anions faiblement
basique ¢ 10 ppb As(V) ; © 10 ppb As(lll) ; A 50 ppm phosphate (échantillon de 50 mL passé a 10 mL/min

sur 8 g de résine)173

Ce comportement est étrange, car pour une gamme de pH situé entre 2 et 7, seul I'arsenic (l11)
sous forme HzAsOs non chargée ne devrait pas étre retenu sur la résine. Alors que I'arsenic
(V) sous forme chargée H,AsO, devrait quant a lui se comporter comme le phosphate et étre
retenu par la résine. La référence de résine utilisée par I'équipe de Morita n’est plus
commercialisée. Il s’agissait d’'une résine faiblement basique composée de billes de styréne-
divinylbenzene de 500 um de diamétre portant des ammoniums comme groupe actif matriciel
avec une capacité d’échange d'1,5 meg/mL. Nous avons a la place utilisé une résine
ammonium faiblement basique ayant la méme taille de particules avec une capacité d’échange
d’1,6 meg/mL. Les échantillons de 10 mL dont le pH est d’environ 5,5 sont passés sur une
colonne de résine Amberlite IRA-67 contenue dans une cartouche en polypropyléne avant
d’étre soumis au protocole optimisé de dosage au molybdate d’ammonium et au vert de

malachite. (Figure 71)
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Figure 71. Elimination de I'interférence phosphate par une cartouche de résine faiblement basique
Amberlite IRA-67. Etude portée sur des échantillons contenant 100 ppb de phosphate, d’arsenic (V) ou
d’arsenic (lll) (10 ml d’échantillon passés a travers 1 g de résine a une vitesse de 10 mL/min) t= 10 min

Le pH des échantillons en sortie de cartouche est le méme que celui a leur entrée, cependant
le passage sur la résine Amberlite IRA-67 modifie la qualité de I'échantillon, ainsi le témoin
(Blanc Cartouche) prend une coloration bleu turquoise au lieu d’avoir une coloration jaune.
Tous les échantillons qui sont passés sur la résine donnent la méme coloration et il est
impossible d’affirmer ou d’infirmer qu’elle permet I'élimination de linterférence liée au
phosphate. Nous avons conditionné la résine de la méme fagon que I'équipe de Morita, en
utilisant de I'acide nitrique 1 M, de la soude 1 M et du chlorure de sodium 1 M. Ensuite nous
avons abondamment rincée la résine avec de I'eau ultrapure MilliQ. Du chlorure de sodium
résiduel a peut-étre pu réagir avec le test au molybdate d’'ammonium et au vert de malachite.
Nous avons également fait des tests d’élimination du phosphate en utilisant une résine
Amberlite IRA- 400 dont la taille des billes est un peu plus grande, & 600 um de diamétre
possédant une charge d'1,4 meg/mL. Ou bien encore une résine Amberlite IRA- 900 fortement
basique qui a une taille de billes encore plus grande, a 650 um ayant une capacité d’échange
d’1 meqg/mL. (Figure 72)

Blanc As(l11) 500 ppb Phosphate 1 ppm
RS Cartouche AS{I} 500 pyb Cartouche i Cartouche
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S g - N
. N
=2 | ®s
= = === =

Figure 72. Elimination de l'interférence phosphate par une cartouche de résine fortement basique
Amberlite IRA-900. Etude portée sur des échantillons contenant 500 pb d’arsenic (lll) ou 1 ppm de
phosphate (10 ml d’échantillon passés a travers 1 g de résine a une vitesse de 10 mL/min) t= 5 min

La résine fortement basique Amberlite IRA-900 présente I'avantage de ne pas modifier le
comportement de I'échantillon contrairement a la résine Amberlite IRA-67. Ainsi, I'échantillon
témoin passé a travers la cartouche de résine donne la méme coloration que I'’échantillon de
référence. Un échantillon contenant 1 ppm de phosphate passé a travers une cartouche d’un
gramme de résine Amberlite IRA-900 donne par la suite une coloration légérement plus verte
gue le témoin. Cette résine permet donc la rétention de concentrations de phosphate pouvant
aller jusqu’a 1 ppm. Cependant elle possede le méme comportement vis-a-vis de I'arsenic (V)
et de I'arsenic (Ill) en éliminant des teneurs équivalentes.

L'utilisation de résines ammonium fortement basiques en micro-colonne élimine de grandes

teneurs en phosphate, en arsenic (V) et en arsenic (lll). Cette capacité de ces résines est
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d’ailleurs exploitée pour dépolluer des eaux contaminées en arsenic, mais elles ne permettent
pas ici d’éliminer spécifiquement le phosphate.?92:203

Ces trois types de résine ne donnent pas les mémes résultats que ceux obtenus lors des
travaux de I'équipe de Morita. Cette différence pourrait étre expliquée par différentes raisons
comme la qualité et la structure de la résine ou bien la hauteur de la colonne et le tassement

des billes de résine qui ne seraient pas les mémes.

3. Hydroxyde de lanthane

Dans les années 90, le CSIRO (Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organisation) a développé une argile minérale enrichie en lanthane pour endiguer les
phénoménes d’eutrophisation liés au phosphate. Cette argile est actuellement commercialisée
sous le nom de Phoslock™. Il est composé de bentonite enrichie en hydroxyde de lanthane et
il a la capacité de réagir avec le phosphate pour former un composé insoluble dans 'eau
appelé rhabdophane de formule chimique LaPO,. Le Phoslock™ peut adsorber jusqu’a 10 mg

de phosphate par gramme lorsqu’il est sous forme H.PO., c’est-a-dire lorsque le pH est

inférieur & 7.
H3PO4 > H.PO4 + H* PKa;= 2,16
HoPO4 > HPO4% + H* PKax=7,2
HPO4 > PO,> + H* PKas= 10,3

La cinétique d’adsorption du phosphate par le Phoslock™ est de 3 mg/g en 10 minutes a
23°C.2% || permet ainsi d’éliminer 93% d’une concentration de 100 ppb de phosphate dans 50
mL d’échantillon Iégérement acide (pH 6) avec seulement 20 mg de Phoslock™ (temps de
contact de 3 h).2% La capacité du Phoslock™ a capter le phosphate est due au lanthane qu'il
contient.

Le lanthane peut étre utilisé sous différentes formes, ainsi il est possible de modifier une résine
Chelex-100 pour gu’elle présente des motifs lanthane (lll) capables d’adsorber environ 1,4 mg
de phosphate par gramme quand le pH est situé entre 5 et 8.2 || est également possible
d’utiliser '’hydroxyde de lanthane La(OH); directement en batch dans I'’échantillon ou il peut
adsorber jusqu’a 55 mg de phosphate par gramme. Ainsi, lorsque 40 mg d’hydroxyde de
lanthane sont ajoutés dans un échantillon de 40 mL (pH < 7) contenant 100 ppm de phosphate,
il élimine 80% de la teneur en phosphate en une heure, soit une capacité d’adsorption de 80
mg/g_zo7

Cette aptitude que présente le lanthane envers le phosphate peut étre exploitée et nous avons
imaginé une nouvelle méthode pour supprimer cette interférence. Le montage est le méme
que celui concernant le carbonate de calcium. Soit une quantité de 500 mg d’hydroxyde de

lanthane contenue entre deux frittés de polyester dans une précolonne Chromabond®. Cette
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guantité de lanthane a potentiellement la capacité de retenir jusqu’a 40 mg de phosphate. Les
échantillons de 10 mL sont passés au travers de la cartouche d’hydroxyde de lanthane, puis
nous leur avons appliqué le protocole au molybdate d’'ammonium et au vert de malachite.
(Figure 73)

Ph hat A ic(V A ic (1

Blanc Phosphate o Arsenic (V) i Arsenic (I11) Eseiire 1)

Blanc Catiaiieh 160 5ob 100 ppb P 100 ppb b 100 ppb

AREaHENR PP Cartouche PR Cartouche PP Cartouche
= g S

Figure 73. Elimination de I'interférence phosphate par une cartouche d’hydroxyde de lanthane. Etude
portée sur des échantillons contenant 100 ppb de phosphate, d’arsenic (V) ou d’arsenic (lIl) (10 ml
d’échantillon passés au travers de 500 mg d’hydroxyde de lanthane a une vitesse de 10 mL/min) t= 10 min

L’échantillon de référence qui est passé a travers la cartouche d’hydroxyde de lanthane se
colore fortement en vert/bleu, alors que la couleur attendue était un jaune clair. Tous les autres
échantillons qui sont passés au travers d’'une cartouche d’hydroxyde de lanthane donnent la
méme couleur vert/bleu, peu importe qu’ils contiennent du phosphate, de I'arsenic (V) ou de
I'arsenic (ll1).

L’hydroxyde de lanthane que nous avons utilisé provient d’Alfa Aesar, dont la pureté est
estimée a 99,95%. Sa solubilité dans I'eau a été calculée a quelques milligrammes par litre,
ainsi une partie doit se solubiliser lors du passage de I'échantillon.?%® En effet s'il est vrai qu'il
ne modifie pas le pH, il doit pour autant interférer dans le protocole au molybdate d’'ammonium
en donnant une forte coloration vert turquoise. Le lanthane (lll) est peut-étre un interférent de
la méthode au molybdate d’ammonium et au vert de malachite, que nous n’avons pas étudié
car il est peu présent dans les échantillons naturels.

L’hydroxyde de lanthane permet peut-étre en définitif d’éliminer le phosphate, mais il ne pourra

pas étre utilisé comme solution pour remédier a cette interférence dans notre protocole.

D’autres méthodes ont été essayées pour supprimer l'interférence liée au phosphate lors du
dosage au molybdate d’ammonium et au vert de malachite :

- Passage des complexes arséno/phosphomolybdiques sur CaCOs, résines ou La(OH)3

- Utilisation en batch du CaCOs, des résines ou de I’hydroxyde de lanthane

- Utilisation en cartouche ou en batch de carbonate de lanthane Lay(COs)s3

- Utilisation en cartouche ou en batch d’hydroxyde d’aluminium Al(OH)3.20%210
- Utilisation de différents mélanges de poudres en cartouche constitués avec

Al(OH)s/CaCOs/La(OH)s/La;(CO3)3

- Ajout de cérium dans I'échantillon?11212213

- Utilisation de résines modifiées au molybdate ou au tungstate?*
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Mais aucune n’a donné de résultats exploitables permettant d'envisager une
commercialisation éventuelle. Effectivement, soit elles interagissent lors du protocole en

donnant de faux positifs soit elles éliminent I'arsenic total et donnent des faux négatifs.

En conclusion, nous avons réussi a développer une nouvelle méthode permettant la détection
a I'ceil nu et en 5 minutes de concentration en arsenic de 10 ppb correspondant aux normes
fixées par 'OMS. Cependant, bien qu’elle ne présente que peu d’interférences, celle liée au
phosphate est difficilement surmontable. Cette difficulté est liée a la forte analogie chimique
qui existe entre le phosphate et I'arsenic (V). C'est d’ailleurs cette analogie qui est a l'origine
de la toxicité de I'arsenic sous son état d’oxydation (+5). Ainsi, la méthode que nous avons
développée ne répond pas au critere du cahier des charges concernant la spécificité.
L’'absence de solution permettant d’éliminer spécifiquement le phosphate sans modifier les
concentrations en arsenic de I'échantillon, implique que notre nouvelle technique de dosage
de 'arsenic ne pourra malheureusement pas étre commercialisée en I'état.

Afin de pouvoir exploiter cette nouvelle méthode prometteuse, il conviendra donc de trouver

une solution permettant d’éliminer spécifiquement le phosphate.
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Comme cela a été présenté dans la premiére partie, I'arsenic (lll) présente une forte affinité

pour les fonctions thiols, en particulier celles des ctystéines et de I'acide lipoique. L’arsenic (lll)
se lie ainsi avec trois fonctions thiols pour établir un complexe en forme de pyramide trigonale.

(Figure 11)

Figure 11. Géométrie proposée du site allostérigue de ArsR avec As(lll) lié & Cys15 Cys16 et Cys®® d’aprés
les angles et les distances obtenues en cristallographie aux rayons X 84

Les fonctions thiols présentent mémement une trés forte affinité envers I'or.?'® L'objectif du
travail concernant cet axe de recherche est de réussir a utiliser cette double affinité des
fonctions thiols pour réussir a doser I'arsenic (lll) par l'intermédiaire de nanoparticules d’or.
La méthode consistera a faire réagir I'arsenic (lll) avec les fonctions thiols d’'une molécule en
guantité connue, puis a ajouter une quantité connue de solution de nanoparticules d’or afin de
doser les thiols libres restants. En développant une méthode standardisée il pourrait ainsi étre
possible de remonter & la concentration en arsenic (lll)

La cystéine se présente comme un bon candidat pour jouer ce réle de molécule thiolée, car
elle n’est pas chére, elle est soluble dans 'eau et il existe déja différents protocoles dans la
littérature permettant de la doser par l'intermédiaire de nanoparticules d’or.

Il est ainsi possible de doser la cystéine par des nanoparticules d’or de 13 nm de diamétre
stabilisées au citrate, en formant des complexes entre de I'acide aspartique et la cystéine.?'6
Une autre solution est d’enrobée des nanoparticules stabilisées au citrate avec de la
rhodamine B, I'équipe de Xin Fu a de cette fagon, réussi a doser la cystéine a la fois par
fluorescence et par absorbance.?!’ Dans la littérature, une nouvelle méthode issue de la chimie
verte et de la valorisation de co-produit de l'industrie de la canne a sucre est apparue
réecemment. Il s’agit de synthétiser des nanoparticules d’or stabilisées avec du xylane issu de
bagasse.?’® C’est un polysaccharide constitué principalement de xylose qui compose les

hémicelluloses. Pour étre plus précis, il s’agit d’arabinoglucuronoxylane, c’est un xylane
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portant des arabinofuranoses et des acides glucuroniques sur sa chaine de xylose. (Figure
74)

OH OH
- O HO s
HO o 0
9
300
CHOH |

COOH
— 4-B-D-Xyl-l — 4B-DXyl-1 —> 4-B-D-Xyl-1 —> 4-B-D-Xyl-1
2 3
1 1
4-0-Me-a-D-GIuA a-D-Ara

Figure 74. Structure partielle des unités arabinoglucuronoxylane

Ce sont les fonctions carboxylates des acides glucuronigues qui permettent de stabiliser les
nanoparticules d’or. Aprés 'addition de cystéine, les interactions entre la fonction thiol et I'or
sont plus fortes que celles avec le carboxylate. Ce qui a pour effet de substituer le xylane par
la cystéine a la surface des nanoparticules d’or. La cystéine est un acide aminé, et de ce fait,
porte une amine primaire et un acide carboxylique qui peuvent former des liaisons hydrogéne
avec l'acide et I'amine d’'une autre cystéine. Cela entraine ainsi le rapprochement des
nanoparticules d’or et leur agglomération, provoquant par la méme un changement de couleur
passant du rouge au bleu. Ces nanoparticules ont la faculté de détecter des concentrations en
cystéine de 100 uM lors d’une analyse en spectrophotométrie UV-Visible. La cystéine est le
seul des 22 acides aminés ayant cette capacité d’agglomération des nanoparticules d’or
stabilisées au xylane, ce qui indique que c’est bien la fonction thiol libre qui permet cette

réactivité.?18

En s’inspirant de ce travail, nous pourrions de cette maniére développer une méthode de
dosage de I'arsenic (lll) basée sur I'utilisation de composés d’origine naturelle (hémicellulose)
et de ce fait, se placer en partie dans un concept de chimie verte. Le protocole que nous avons
imaginé consiste a doser I'arsenic (Ill) d’un échantillon par réaction avec une quantité connue
d’'une molécule formant des complexes avec ce dernier, la L-cystéine. Puis d’ajouter une
quantité connue de solution de nanoparticules d’or stabilisées par un xylane issu du bois de

fagon a doser la L-cystéine libre. Le concept du dosage est présenté sur la Figure 75.
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Figure 75. Mécanisme schématique du dosage de I’arsenic(lll) par des nanoparticules d’or stabilisées au
xylane et de la cystéine

Ainsi, un échantillon ne contenant pas d’arsenic (lll) donnerait une coloration bleue alors que
des échantillons en contenant donneraient une coloration entre le bleu et le rose selon la
concentration.

Cependant, la liberté en solution de la cystéine pourrait entrainer des cinétiques lentes de
formation des complexes As(lIl)-Cyss. (Figure 76)

OH OH
As
O/K(\S/ES”':S/\H\O
NH» NH,

NH»
HO—\
O

Figure 76. Structure du complexe As(lIN-Cyss

A contrario, une molécule comportant trois fonctions thiol et une pré-organisation spatiale
aurait une capacité de former des complexes avec l'arsenic (lll) bien plus stables que trois
cystéines isolées.

Lors de ses travaux que nous avons présentés dans la premiére partie, I'équipe de Xia a
justement travaillé avec de la phytochélatine 3 qui comporte trois fonctions thiol et possede
une pré-organisation spatiale favorisant la formation du complexe As(ll1)-PCs. Le probléme est
que la phytochélatine 3 n’est commercialisée que par trés peu de fournisseurs et que son prix
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de vente se situe entre 120000 et 130000 $/g. Le fait que son prix soit beaucoup trop élevé et
que sa synthése soit compliquée et non décrite dans la littérature font que l'utilisation de la
phytochélatine 3 est nullement envisageable dans le kit de dosage que Novassay souhaite

concevoir.

conséquent, il faudra synthétiser une molécule mimant le réle de la phytochélatine 3 afin

La molécule destinée a jouer le ro e la phytochélatine 3 devra donc prioritairement

comportée trois fonctions thiols. Nous avons ue l'arsenic (lll) avait une forte affinité pour

la cystéine. Nous avons également vu que l'acide tipgique possédait un fort pouvoir de

complexation de I'arsenic (lll). C’est pourquoi nous avons imaginé une molécule constituée

d’'une cystéine et d'un acide lipoique. (Figure 77)

HS
O

HO | SH
[ NH

(0]

Figure 77. Molécule mime de PCs, constituée d’une L-cystéine et d’un acide R-a-lipoique

SH

La formule brute de ce composé est C11H19NO3Ss, il comporte trois atomes de soufre tout
comme la phytochélatine 3. Cette molécule est I'association d’'une molécule de L-cystéine et
d’'une molécule d’acide R-a-lipoique liées par l'intermédiaire d’'une liaison peptidique (ou
amide).

Le couplage peptidique consiste donc a former une liaison amide entre un acide carboxylique
et une amine. Pour que la réaction puisse avoir lieu, il faut préalablement activer I'acide en
passant par un produit intermédiaire. Lorsque I'acide R-a-lipoique est activé, la substitution du
groupe partant peut se faire par n’importe quelle fonction nucléophile. Par conséquent, pour
qu’il y est uniquement la fonction amine qui réagisse, il faut que la fonction acide carboxylique
et que la fonction thiol de la cystéine soient protégées. Habituellement, les cystéines
commerciales sont utilisées en synthése peptidique sur support solide et sont protégées sur
'une ou l'autre de ces fonctions selon les stratégies conventionnelles, c’est-a-dire en série N-
Boc ou N-Fmoc. De ce fait, il n’existe pas de source commerciale de cystéine protégée a la
fois sur les fonctions -SH et -COOH avec la fonction amine libre. La synthese de la molécule
mime de PCs que nous présentons impliqgue donc une synthése préalable de cette molécule
de cystéine protégée. Toutefois, une alternative a ce travail de synthese fastidieux, au regard

du domaine d’application visé, est d’utilisée la L-cystine. (Figure 78)
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Figure 78. Formule de la L-cystine dimethyl ester dichlorhydrate

C’est un dimére de L-cystéine liées entre-elles par un pont disulfure. La L-cystine diméthylester
étant commerciale et la réduction des ponts disulfures facilement réalisables, le choix de cette
molécule nous a semblé pertinent pour réaliser la synthése du mime de PC; finalement en
seulement deux étapes (couplage/déprotection). La stratégie sera donc de réaliser un double
couplage peptidique sur la molécule de L-Cystine pour donner une molécule présentée Figure
79.

Ox_ 0\
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HN \y O
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Figure 79. Molécule mime de PCs protégée

Depuis plusieurs décennies, de nombreux agents de couplage ont été décrits. Parmi les plus
utilisés, il y a les carbodiimides, les sels de phosphonium ou d’uronium, les chlorures d’acyle
et les acylazoles.

Le N,N’-dicyclohexylcarbodiimide ou DCC est 'un des premiers agents de couplage a avoir
été utilisé par Sheehan et Hess en 1955.21° Le DCC réagit sur I'acide carboxylique pour former
de I'O-acylurée qui réagit par la suite avec une amine pour former une liaison amide et de la
dicyclohexylurée (DCU).??° (Figure 80)
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Figure 80. Mécanisme réactionnel du couplage peptidique par le DCC

Cependant, si la réactivité de 'amine est trop lente et qu'’il y a de I'acide carboxylique en exceés,
ce dernier peut réagir avec I'O-acylurée pour former de I'anhydride. De plus, si la réactivité de
'amine est trop faible, il peut également y avoir une transposition de la O-acylurée en N-
acylurée. L'utilisation d’'une benzotriazole comme additif permet de former un produit

intermédiaire avec I'O-acylurée encore plus réactive, qui permet d’éviter cette transposition.??!

(Figure 81)
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Figure 81. Réaction de I’hydroxybenzotriazole sur I’'O-acylurée

Le DCC est souvent utilisé en association avec I'’hydroxybenzotriazole (HOBt), bien que I'1-
Hydroxy-7-azabenzotriazole (HOAL) soit plus efficace, car il est beaucoup moins cher tout en
donnant des résultats corrects. Il est tout de méme a noter que la benzotriazole peut réagir
avec le DCC pour former de la diazetidine.??? Il faut malgré tout garder a I'esprit que le stockage
et [lutilisation des benzotriazoles peut entrainer des risques d’explosion.??®> Le N-
hydroxysuccinimide (NHS) peut étre utilisé a la place d’'HOBt et ainsi éviter le stockage de

benzotriazoles.
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La dicyclohexylurée (DCU) coproduite n’est soluble que dans I'acide trifluoracétique (TFA) et
précipite lors de la réaction. Cette impureté est éliminée par filtration, mais il en reste toujours
des traces en solution qui contamine le produit final.?2

Nous avons essayés des couplages entre I'acide R-a-lipoique et la L-cystine dimethyl ester
dichlorhydrate en utilisant DCC/HOBt ou DCC/NHS dans le tétrahydrofurane anhydre. Mais le
suivi réactionnel en chromatographie sur couche mince (CCM) indique que la réactivité est
limitée et de surplus la purification est compliquée a cause des sels qui précipitent.
Généralement, le DCC est plutét utilisé pour la synthése peptidique en phase solide et les
purifications se font par lavages des résines.

Concernant les agents de couplage acylazoles, le plus utilisé est le carbonyldiimidazole (CDI)
qui fut créé en 1960.2% || est utilisé en recherche de laboratoire a petite échelle tout comme
en industrie a grande échelle car il n'est pas cher et il est commercialisé en gros volume
(plusieurs kilogrammes).??® Les co-produits formés par le CDI lors du couplage peptidique,
sont du dioxyde de carbone (CO.) et de 'imidazole qui ont 'avantage de ne pas étre dangereux

et d’étre facilement éliminables. (Figure 82)

L //O /[CJ)\ H R?-NH, (?
— 1 co, — 2

Figure 82. Mécanisme réactionnel du couplage peptidigue par le CDI

I

Le CDI est moins réactif que les autres agents de couplage et son utilisation est ainsi limitée
aux amines primaires peu encombrées.??’ Cela dit, un des avantages du CDI est qu’il permet
un couplage one-pot. C’est-a-dire que l'activation de I'acide carboxylique se fait pendant 1 h
avant que I'amine ne soit directement ajoutée dans le milieu réactionnel. L’ajout d’'une faible
guantité d’acide dans le milieu de réaction permet la protonation de I'oxygéne de l'intermédiaire
imidazolide. L'utilisation d’1,5 équivalents d’imidazole.HClI ou d’amine sous forme de
chlorhydrate suffit a accélérer le couplage de plusieurs dizaine d’heures.??® Le couplage
peptidique one-pot par le CDI, se fait sous azote en solvant anhydre et permet un couplage
en environ 4-12 h selon les réactifs.??°%° L’équipe de Verma a travaillé au développement d’un
couplage peptidique sans solvant utilisant le CDI.??” La chimie sans solvant, qui s’inscrit dans
le processus de chimie verte, est d’'un grand intérét en milieu industriel car elle apporte un
avantage a la fois économique et écologique. La suppression du solvant anhydre pour la
réaction de couplage au CDI, permet par conséquent de s’affranchir de la manipulation sous
atmosphére inerte et permet également de grandement réduire le temps d’activation de I'acide
carboxylique. Ce temps passerait ainsi d’environ 1 h en solvant a environ 5 minutes sans

solvant. (Figure 83)
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Figure 83. Suivi RMN de I’activation sans solvant de I’acide phénylacétique par le cp1%?’

Le suivi RMN de l'activation sans solvant de I'acide phénylacétique par le CDI montre qu’aprés
5 minutes de réaction, la totalité de I'acide de départ a disparu. En revanche, a des temps
supérieurs a 5 minutes, l'intermédiaire imidazolide se dégrade avant de totalement disparaitre
au bout de deux heures.

Le mime de PC; protégé que nous souhaitons synthétiser (Figure 79) résulte du couplage
peptidique entre I'acide R-a-lipoique et la L-cystine dimethyl ester dichlorhydrate qui comporte
deux amines primaires. Nous avons réalisé des tests d’activation de I'acide lipoique par le CDI

sans utiliser de solvant. (Figure 84)
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Figure 84. Mécanisme réactionnel de I’activation de I’acide R-a-lipoique

L’acide R-a-lipoique est une poudre jaune et le carbonyldiimidazole est une poudre blanche.
Ces deux poudres sont ajoutées dans un pilulier en verre puis sont mélangées et broyées a
I'aide d’'une spatule. L'acide R-a-lipoique et le CDI réagissent ensemble pour former un liquide
jaune hautement visqueux et mousseux, signe du dégagement gazeux de dioxyde de carbone.
Le dégagement de CO:; se fait pendant environ 4-5 minutes pour une masse initiale d’acide
R-a-lipoique d’'un gramme. Conformément a ce qui a été observé sur le suivi RMN (Figure 83)
le suivien CCM indique qu’il faut un temps de 5 minutes pour activer I'acide R-a-lipoique. Lors
de ses travaux sur le couplage peptidique sans solvant, I'équipe de Verma a utilisé du chlorure
d’'imidazol en quantité catalytique (0,1 eq.) afin d’accélérer la réaction. Nous avons utilisé de
la L-cystine sous forme de sels de chlorhydrate et comme I'a décrit 'équipe de Woodman, cela

permet d’éviter d’ajouter du chlorhydrate d’'imidazole.??® (Figure 85)
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Figure 85. Mécanisme réactionnel du double couplage peptidique entre I’acide R-a-lipoique et la L-cystine
dimethyl ester dichlorhydrate

Aprés 5 minutes d’activation de I'acide R-a-lipoique, la L-cystine dimethyl ester dichlorhydrate
en léger défaut (0,49 eq. soit 0,98 eq. d’'amine par acide carboxylique) est ajoutée directement
dans le pilulier en verre. Le suivi de réaction est ensuite réalisé par chromatographie sur
couche mince (CCM) avec une révélation au periodate de sodium (NalO.) et a la benzidine
permettant de faire apparaitre les composés soufrés en blanc sur fond bleu.?% Le produit de
couplage est ensuite purifié par I'intermédiaire d'un CombiFlash® Rf de Teledyne Isco puis

caractérisé en résonnance magnétique nucléaire (RMN). (Figure 86)
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Figure 86. Spectre RMN 1H, 13C et HMQC du mime de PCs protégé 4 500 MHz dans CDCls
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L’attribution des différents signaux proton a pu étre effectuée en exploitant en partie les
données relatives aux deux fragments cystine et acide lipoique pris séparément. Le signal
déblindé résonant a 6,40 ppm est facilement attribuable au proton porté par I'atome d’azote
de la fonction amide formée lors du couplage. Ceci est notamment visible par I'absence de
tache de corrélation proton-carbone pour ce signal sur la carte HMQC. En outre sa multiplicité,
un doublet, est en accord avec la présence du proton Hy voisin porté par le carbone a du motif
cystine. Le double triplet observé pour le signal de ce proton Hy, a 4,87 ppm confirme
également le couplage peptidique. En effet, une amine restée libre sur le fragment cystine
engendrerait, par la présence de plusieurs protons (2 ou 3) sur I'azote terminal, une multiplicité
supérieure pour le proton Hy. Enfin, la symétrie de la molécule attendue résultant du double
couplage peptidique est également démontrée par le nombre de signaux observés, et leurs
intégrations respectives. Finalement l'acquisition d’'une carte HMQC a permis I'attribution
complete des signaux carbone. Ainsi, les différents spectres obtenus en RMN 500 MHz
tendent a affirmer que le double couplage peptidique entre I'acide R-a-lipoique et la L-cystine
diméthylester a bien fonctionné.

Le spectre obtenu en spectrométrie de masse ESI haute résolution confirme 'obtention du
mime de PCs;. (Figure 87)
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Figure 87. Spectre de masse ESI haute résolution (HRAM) du mime de PC3s

La masse monoisotopique du mime de PC; protégé est de 644,12 Da et le pic majoritaire
obtenu est de 645.12 m/z correspondant au cation M+H*. Le pic a 667,11 m/z correspond au
cation M+Na*. Le spectre indique que le produit analysé est composé majoritairement de mime
de PCs protégé, il révele cependant également la présence de traces de L-cystine
monosubstituée (457,09 m/z).

Le mime de PC; protégé obtenu est une gelée jaune uniquement soluble dans le chloroforme,
le dichlorométhane, le tétrahydrofurane et le diméthylsulfoxyde. Nous avons réalisé différents
protocoles afin d'obtenir le meilleur rendement en un temps le plus court possible. Pour cela,

nous avons fait varier le facteur temps et le facteur température. (Tableau 5)
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Protocole Température Temps Rendement

1 ambiante 8h 73%
2 35°C 5h 77%
3 40°C 5h 87%
4 40°C 4h 82%
5 42°C 2h 79%
6 45°C 2h 72%
7 48°C 2h 17%
8 48°C 1h 32%

Tableau 5. Rendements obtenus lors du double couplage peptidique entre I’acide R-a-lipoique et la L-
cystine dimethyl ester dichlorhydrate en faisant varier le temps et la température (réaction réalisée en
pilulier en verre placé en bain-marie aprés activation de 5 min de I’acide R-a-lipoique par 1,2 eq. de CDI)

Le temps de réaction de 8 h du protocole n°1 réalisé a température ambiante correspond au
temps qu'’il a fallu pour observer la disparition de la L-cystine dimethyl ester dichlorhydrate lors
du suivi CCM. L’augmentation de la température permet a la fois de diminuer les temps de
réaction et d’'augmenter les rendements. Ainsi lorsque la réaction a lieu a 40°C cela permet de
diminuer le temps de réaction d’un facteur deux et d’augmenter le rendement de neuf points
de pourcentage par rapport a la réaction a température ambiante. Il est possible de diminuer
le temps de réaction d’un facteur deux supplémentaire, tout en gardant un rendement quasi-
similaire, en augmentant encore la température de deux degrés Celsius. Toutefois,
'augmentation de la température au-dessus de 42°C entraine une diminution des rendements.
Notamment a partir de 48°C ou le rendement chute drastiquement a 17%. Cela signifie que le
produit final, le produit intermédiaire ou l'un des réactifs est thermosensible. La
thermosensibilité d’'un des réactifs ou d’'un des produits est confirmée par le protocole n°8,
puisqu’en diminuant le temps de réaction de 2 h a 1 h, le rendement obtenu remonte a 32%.
Les températures de décomposition des réactifs ne sont pas communiquées par les
fournisseurs, il est juste a noter que la température de 48°C correspond au point de fusion de
I'acide R-a-lipoique. Néanmoins, la fusion de I'acide lipoique ne devrait pourtant pas poser de
soucis, au contraire, il est trés courant en chimie sans solvant que I'un des composés soit
liquide et qu'il serve a la fois de réactif et de solvant.?*2 Ce n’est donc pas I'acide lipoique le
facteur limitant, mais trés certainement I'intermédiaire imidazolide. Une augmentation de la
température entrainerait ainsi une dégradation du produit activé et il se passerait la méme
chose qu’observée par I'équipe de Verma. (Figure 83) Par conséquent, la dégradation de
l'imidazolide diminuerait le rendement d’'une part en diminuant la quantité de réactif pour la L-
cystine et d’autre part en reformant de 'acide R-a-lipoique qui compliquerait la purification.

Comme nous l'avons dit plus haut, la molécule mime de PC; protégée n’est pas soluble dans

I'eau. Cette molécule étant destinée a doser I'arsenic en milieu aqueux il convient d’augmenter
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son hydrosolubilité. Afin de déprotéger les acides carboxyliques de leur fonction méthyl, nous
avons effectué une saponification par la soude dans un mélange THF/H.0.?*3 Bien que la
déprotection soit efficace, les ponts disulfures, lors de la neutralisation du milieu, se réduisent
pour ensuite se réoxyder et provoquer une polymérisation. De ce fait, la purification de la
molécule mime de PC; que nous souhaitions obtenir n’a pu fonctionner. (Figure 77) C’est pour
cela que nous avons décidé de conserver le mime de PCs sous sa forme protégée stable et

de le rendre hydrosoluble en réduisant les ponts disulfures au dernier moment, juste avant le

dosage de l'arsenic (lll).

tention de la molécule mime de PC; ayant abouti, nous allons maintenant nous consacrer

Il existe actuellement plusieurs méthodes chimiques comme ['utilisation de stabilisants, de

ligands, de polymeéres ou de nanoparticules «graines » préalablement formées ainsi que des
méthodes physiques comme la radiolyse, la sonochi et la photochimie pour obtenir des
nanoparticules d’or.234235:2362371.238 | 5 technique de synth la plus utilisée est trés

certainement celle développée par Turkevich en 1951.2%° Cela consiSte.a porter une solution

de couleur rouge foncé. Le citrate trisodique sert ici a la fois de réducteur et de stabilisant:
L’augmentation du rapport Citrate/Sel d’or entraine une diminution du diamétre moyen des
nanoparticules. A contrario, une augmentation de la température entraine une augmentation
de la taille des nanoparticules. Lorsque les nanoparticules sont destinées a réaliser des
dosages, leur diametre moyen se situe généralement entre 15 et 30 nm.179:182183.186 Dang |a
littérature un peu plus récente, des protocoles basés sur celui de Turkevich propose la
synthése de nanoparticules d’or de tailles inférieures a 30 nm,240:241.242

Concernant les nanoparticules d’or stabilisées au xylane, il n’existe pour l'instant qu’une seule
publication connue qui explique comment les synthétiser.?'® La méthode consiste a chauffer
une solution de sels d’or HAuCls; & 80°C, a y ajouter dix équivalents massiques de xylane de
bagasse solubilisés dans de la soude a 2% puis a laisser réagir pendant 40 minutes. Les
nanoparticules ainsi formées ont un diamétre moyen se situant entre 10 et 30 nm. Le xylane
de bagasse est un arabinoglucuronoxylane qui possede une masse molaire de 49 KDa et qui

comporte environ 9% d’arabinose et 2% d’acide glucuronique.?®
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Nous avons appliqué ce protocole a un glucuronoxylane commercial de hétre issu de la
valorisation du bois. C’est un xylane possédant une masse molaire d’environ 31 KDa.?*® Le

xylane de hétre a été caractérisé par RMN du proton. (Figure 88)
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Figure 88. Spectre RMN 'H du xylane de hétre natif dans D20

Les protons anomériques des unités xylose apparaissent sous forme de doublets a 4,5 ppm
pour les xyloses substitués et 4,7 ppm pour les non substitués. Ces doublets ont une constante
de couplage d’environ 7 Hz caractéristique des liaisons osidiques de type B. Les protons
anomeériques des acides uroniques présentent un doublet a 5,3 ppm avec une constante de
couplage d’environ 2 Hz caractéristique d’une liaison osidique de type a. Il est également
possible d’observer la présence d'un singulet a 3,5 ppm, correspondant aux hydrogenes du
O-méthyle porté par l'acide uronique. Cela confirme la présence de l'acide 4-O-
méthylglucuronique. Ce spectre permet de calculer le degré de substitution du xylane en acide
uronique, en faisant le rapport entre lintégration du proton anomérique de l'acide 4-O-
méthylglucuronique et la somme des intégrations des protons anomeériques des unités xyloses

substituées et non substituées.

H1 acide 4-O-méthylglucuronique

DS =0,11

T HI xylose substitué + H1 xylose non substitué

Il s’agit donc d’'un 4-O-méthylglucuronoxylane qui comporte environ 10% d’acide glucuronique.

Mais le protocole adapté a I'arabinoglucuronoxylane de bagasse, comportant 2% d’acide
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glucuronique, ne fonctionne pas avec le 4-O-méthylglucuronoxylane de hétre. En effet, il
entraine une agglomération des nanoparticules qui précipitent rapidement.

En s’inspirant des protocoles proposés dans la littérature, nous avons développé notre propre
protocole pouvant étre appliqué a la fois pour la synthése de nanoparticules d’or stabilisées
au citrate ainsi que pour des nanoparticules stabilisées au xylane. Ce protocole consiste a
chauffer une solution de sels d’or a différentes températures selon les essais (80 a 120°C)
puis a ajouter rapidement et sous forte agitation, trois équivalents massiques de citrate
trisodique ou de xylane solubilisé dans la soude 2%. La réaction est maintenue sous agitation
et chauffage pendant 10 minutes afin d’obtenir une solution rouge bordeaux intense. Ensuite,
nous avons effectué sur les solutions de nanoparticules d’or une série de centrifugation jusqu’a
13000 rpm, permettant ainsi d’éliminer le xylane, la soude et les sels qui n’ont pas réagi et de
surcroit, de contrdler la concentration par reprise du culot dans un volume déterminé d’eau
MilliQ.

Nous avons effectué des synthéses a 80 et 100°C qui donnent des populations de
nanoparticules d’or fortement hétérogenes en taille. Seul le protocole a 120°C a permis
d’obtenir de maniére répétable, que ce soit avec le citrate ou le xylane, des solutions de

nanoparticules d’or de taille homogéne. (Figure 89)
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Figure 89. Analyse spectrophotométrique des solutions de nanoparticules d’or stabilisées au citrate
(AuNPs-Cit) et des nanoparticules d’or stabilisées au xylane (AuNPs-Xyl)

Les nanoparticules d’or stabilisées au citrate possédent un maximum d’absorbance situé a
520 nm et celles stabilisées au xylane a 518 nm ce qui correspond a une taille moyenne de

nanoparticules aux environs de 20 nm.24°
1 Microscopie électronique a transmission (MET)

Le MET est un microscope électronique qui permet de visualiser des objets dont la taille est
supérieure a 0,2 nm. Son principe de fonctionnement est le méme que celui du microscope
optigue ou un faisceau de photons est focalisé sur un échantillon. Le MET quant a lui, utilise
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un faisceau d’électrons a haute tension émis par un canon a électrons. La différence de
résolution avec la microscopie optique s’explique par la différence des longueurs d’onde du
faisceau. Elles se situent entre 400 et 800 nm pour les photons alors qu’elle est de I'ordre du
picométre pour I'électron accéléré. Le faisceau d’électrons traverse les atomes de I'échantillon
pour donner deux sortes de rayonnement. Les électrons transmis d’une part qui servent a la
formation d’une image agrandie de la zone soumise au faisceau. Les électrons diffractés
d’autre part qui interferent avec les électrons transmis pour former une image haute résolution
a I'échelle de 'atome qui donne une indication sur 'organisation cristalline de I'échantillon. Les
types d’interactions entre le faisceau d’électrons et la matiére traversée permettent
essentiellement d’observer de la matiére inorganique. Pour pouvoir observer des échantillons
biologiques, il faut utiliser des agents de contraste.

Nous avons utilisé un microscope électronique a transmission JEOL 100CX-II afin de pouvoir

visualiser les nanoparticules d’or (Figure 90)

AuNPs-Cit | AuNPs-Cit AuNPs-Xyl AuNPs-Xyl

Regfe ol

100 fim . 10 nm

Figure 90. Images en microscopie électronigue a transmission (MET) de nanoparticules d’or stabilisées

au citrate (AuNPs-Cit) et de nanoparticules d’or stabilisées au xylane (AuNPs-Xyl)

Les images obtenues en microscopie électronique a transmission révelent qu’il y a une
répartition homogéne de la taille et de la forme des nanoparticules d’or obtenues. Elles sont
de forme sphérique avec une taille moyenne située entre 15 et 20 nm. Cela confirme donc
'estimation de taille faite en spectrophotométrie et montre qu’il n’y a pas de différence de

forme des nanoparticules d’or entre celles stabilisées au citrate et celles stabilisés au xylane.
2. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Les analyses en diffusion dynamique de la lumiere (DLS) permettent de donner une mesure
du diamétre hydrodynamique ainsi que du potentiel zéta de particules a [I'échelle
submicronique. Les particules en solution sont soumises a un mouvement thermique aléatoire

appelé mouvement Brownien qui est représenté par la relation de Stokes-Einstein :
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o _ KsT
"= 3D,

- Dn:le diamétre hydrodynamique

- Dx: le coefficient de diffusion transversal (mesuré par DLS)

- Kga: constante de Boltzmann (1,38064852x10% J.K?)

- T:latempérature thermodynamique (qui est contrélée)

- n:laviscosité dynamique (qui est connue)
La taille des particules Dn mesurée en DLS est le diamétre hydrodynamique qui correspond a
la taille d’'une sphére qui diffuserait la lumiére de la méme fagcon dans les mémes conditions.
Le diamétre hydrodynamique donné par I'appareil ne correspond donc pas a la taille physique
de la particule mais a son cceur entouré de sa couche de solvatation (double couche électrique
a sa surface). Il y a aura en conséquence, une surestimation par rapport a une mesure en
microscopie électronique.
Le potentiel z&ta quant a lui représente la charge électrique au niveau du plan de cisaillement,
gu’une particule acquiert grace au nuage d’ions qui I'entoure quand elle est en solution. (Figure
91)

Diametre hydrodynamique

L
r 1

Double couche
électrique

Couche Couche de
de Stern  Gouy-Chapman

ie—————— Plan de cisaillement

Potentiel de surface

Nanoparticule d'or avec une
charge de surface négative

Potentiel zéta

Distance & partir de la nanoparticule d'or

Figure 91. Schémai illustrant le diamétre hydrodynamigue et le potentiel zéta

Ainsi, le potentiel z&ta est mesuré a I'extérieur de la couche de solvatation et non a la surface
des nanoparticules d’or. La valeur de ce potentiel indique les forces de répulsions existantes,

ce qui permet de prédire les interactions entre les particules et de ce fait, la stabilité de la
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suspension au cours du temps. Généralement, les suspensions ayant un potentiel zéta
inférieur a -30 mV ou supérieur a 30 mV sont considérées comme stables car les charges
électrostatiques sont telles que les particules se repoussent mutuellement.?*424° Dans le cas
contraire, la suspension est instable et les particules s’agrégent.?4

Les nanoparticules d’or ont donc été analysées par diffusion dynamique de la lumiére grace
a un appareil Zetasizer Nano ZS. (Figure 92)

AuNPs-Cit AuNPs-Xyl
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Figure 92. Analyse du diamétre hydrodynamique des nanoparticules d’or par diffusion dynamique de la
lumiére a) Nanoparticules d’or stabilisées au citrate (AuNPs-Cit) b) Nanoparticules d’or stabilisées au
xylane (AuNPs-Xyl)

Comme cela était attendu, la taille donnée par 'analyse DLS est supérieure a celle observée
en microscopie électronique, du fait de la couche de solvatation. Elle révele que la solution de
nanoparticules d’or stabilisées au citrate est composée essentiellement de particules dont le
diamétre est de 24 nm. Alors que la solution de nanoparticules d’or stabilisées au xylane quant
a elle, est composée majoritairement de particules dont le diamétre hydrodynamique se situe
a 43 nm. La forte différence de tailles entre les deux types de nanoparticules s’explique par la
différence de nature des deux stabilisants utilisés. En effet, le citrate trisodique est une petite
molécule de 258 g/mol alors que le xylane est un polysaccharide dont la masse se mesure en
dizaine de kilodaltons.?*” Le xylane pourrait hypothétiquement stabiliser les nanoparticules d’or
en s’enroulant autour de ces derniéres ou en formant des pelotes a leur surface, ce qui
augmente grandement leur diamétre hydrodynamique.

L’analyse du potentiel zéta des nanoparticules d’or a été réalisée avec le méme appareil

Zetasizer Nano ZS. (Figure 93)
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Figure 93. Potentiels zéta des nanoparticules d’or stabilisées au citrate (AuNPs-Cit) et des nanoparticules
d’or stabilisées au xylane (AuNPs-Xyl)
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La valeur du potentiel zéta pour les nanoparticules d’or stabilisées au citrate est de -22,7 mV
alors gu’elle est de -34,4 mV pour celles stabilisées au xylane. Ainsi les nanoparticules d’or
stabilisées au xylane seront plus stables au cours du temps que celles stabilisées au citrate.
Nous avons observé cette instabilité qui se manifeste par une agglomération des
nanoparticules d’or qui précipitent sous la forme d’'un dép6t bleu tres foncé. Ce dépdt
commence a se former quelques jours aprés la synthése pour des nanoparticules d’or

bilisées au citrate conservées a température ambiante, tandis que la solution reste rouge,

Pour rappel le dosage consiste™a_complexer I'arsenic (lll) avec e quantité connue de

articules d’or

fonctions thiols, puis de doser les thiolsi

es non complexés avec des n
afin de remonter a la concentration en arsenic (|
Tous les tests de dosage de I'arsenic (l11) utilisant les nanoparticules d’or stabilisées au citra
ou au xylane par l'intermédiaire de la L-cystéine ou du mime phytochélatine 3 ont été
réalisés en volume de 1,5 mL dans des cuves en quartz. Cela afin
standardisée permettant d’obtenir a la fois un résultat qualitatif par une analyse ¢

un résultat quantitatif par une analyse en spectrophotométrie UV-Visible.

1 Dosage de I'arsenic (TII) par la L-cystéine

Dans la littérature la limite de détection de la L-cystéine dosée par les nanoparticules d’or
stabilisées au xylane est de 100 uM.?'8 Nous avons utilisé cette concentration en L-cystéine

pour réaliser les dosages.
a) Nanoparticules d'or stabilisées au citrate

Le dosage consiste a ajouter 150 nmol de L-cystéine dans un échantillon de 1,5 mL contenant
une quantité variable d’arsenic (lll), auquel sont ensuite ajoutées des nanoparticules d’or
stabilisées au citrate. L’agglomération des nanoparticules d’or se fait progressivement au

cours du temps et elle peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible. (Figure 94)
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Figure 94. Suivi cinétique en spectrophotométrie UV-visible du dosage de I'arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm
par des nanoparticules d’or stabilisées au citrate de 0 a 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 100
UM de L-cystéine)

L’agglomération des nanoparticules d'or induite par la L-cystéine se traduit en
spectrophotométrie par un effet hypochrome a 520 nm et par un effet hyperchrome a 650 nm.
La présence de fortes teneurs en arsenic (lll) amoindrie le phénoméne d’agglomération
déclenché par la L-cystéine. Ainsi, a des concentrations supérieures a 5 ppm en arsenic (lll)
aprés 10 minutes de réaction, les valeurs d’absorbance a 650 nm sont plus faibles que celle
de la référence. Alors que pour les concentrations inférieures a 5 ppm, les valeurs

d’absorbance a 650 nm sont quasi-similaires a celle de la référence. (Figure 95)
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Figure 95. Evolution des valeurs d’absorbance des nanoparticules d’or stabilisées au citrate (AuNPs-Cit)
2650 nm (t= 10 min) pour des concentrations croissantes en As(lll) (échantillon de 1,5 mL contenant 100
uM de L-cystéine)
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Les concentrations en arsenic (lll) jusqu’a 2 ppm n’ont pas d’incidence sur le phénomene
d’agglomération engendrée par la L-cystéine. Ensuite il y a une diminution de I'agglomération
de plus en plus importante avec 'augmentation de la concentration en arsenic (ll1).

Nous avons également effectué un suivi a I'eeil nu de I'évolution de I'agglomération afin de

déterminer s'il était possible d’observer une gamme de dosage. (Figure 96)

t=0 t=10 min

Blanc 1 ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm Blanc 1 ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm

Figure 96. Suivi cinétique a I’ceil nu du dosage de I’arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm par des nanoparticules
d’or stabilisées au citrate a t= 0 et a t= 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 100 uM de cystéine)

Les effets hypo- et hyperchromes observés en spectrophotométrie se traduisent a I'ceil nu par
un changement de couleur passant du rose au bleu. Cependant, les différences constatées
avec la référence pour des concentrations en arsenic (lll) supérieures a 5 ppm ne sont pas
visibles a I'ceil nu. Mis a part pour des teneurs de 20 ppm, ou la coloration bleue obtenue aprés
10 minutes de réaction est [égérement plus nuancée (couleur rose plus prononcée) que celle
des autres échantillons. Ce résultat indique que le test fonctionne a I'ceil nu pour des

concentrations en arsenic (Ill) supérieures a 20 ppm.
b) Nanoparticules d'or stabilisées au xylane

Le dosage est le méme que celui réalisé précédemment, a la différence que ce sont des

nanoparticules d’or stabilisées au xylane qui sont ici utilisées. (Figure 97)
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Figure 97. Suivi cinétique en spectrophotométrie UV-visible du dosage de I’arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm
par des nanoparticules d’or stabilisées au xylane de 0 a 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 100

UM de cystéine)
Les effets hypo- et hyperchromes induits par la L-cystéine sont beaucoup plus faibles que

ceux obtenus avec les nanoparticules d’or stabilisées au citrate. Cela signifierait donc que Les
nanoparticules d’or stabilisées au xylane sont moins réactives. Du fait d’'une couche de
solvatation plus importante, la cystéine doit avoir plus de mal a substituer le xylane que le
citrate. Toutefois, bien que l'intensité soit plus faible, les valeurs d’absorbance a 650 nm pour

les différentes concentrations en arsenic (Ill) semblent étre mieux différenciables. (Figure 98)
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Figure 98. Evolution des valeurs d’absorbance des nanoparticules d’or stabilisées au xylane (AuNPs-XyI)
2650 nm (t=10 min) pour des concentrations croissantes en As(lll) (échantillon de 1,5 mL contenant 100
uM de L-cystéine)

Aprés 10 minutes de réaction, les valeurs d’absorbance a 650 nm de tous les échantillons sont

inférieures a celle de la référence. Le seuil de détection de I'arsenic (lll) par le dosage aux

nanoparticules d’or stabilisées au xylane et a la L-cystéine se situe donc plus bas que celui du
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dosage aux nanoparticules d’or stabilisées au citrate. La plus faible réactivité des
nanoparticules d’or stabilisées au xylane, permet de plus, d’avoir une évolution de la coloration

au cours du temps beaucoup plus nuancée. (Figure 99)

t=0 t=10 ppm

Blanc 1 ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm Blanc 1 ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm

Figure 99. Suivi cinétique a I’ceil nu du dosage de I’'arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm par des nanoparticules
d’or stabilisées au citrate a t= 0 et a t= 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 100 uM de cystéine)

Les nanoparticules d’or stabilisées au xylane sont donc en définitive moins réactives que celles
stabilisées au citrate, mais ce défaut se révele finalement étre un atout a I'encontre de ces
derniéres. Ainsi, au bout d’'un temps de réaction de 10 minutes, il est possible de doser a I'ceil

nu des concentrations en arsenic (l1l) a partir de 5 ppm.
2. Dosage de 1'arsenic (TIT) par le mime de PCs

Pour que le mime de PC; puisse complexer I'arsenic (Ill), il faut que les soufres qu’il porte
soient sous la forme réduite -SH. Généralement, les réducteurs de ponts disulfures utilisés
sont a base de soufre comme le dithiotréitol (DTT). Mais afin de ne pas fausser le test en
ajoutant des thiols supplémentaires dans I'échantillon, nous avons choisi d’utiliser de la Tris(2-
carboxyéthyl)phosphine (TCEP). (Figure 100)
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Figure 100. Schéma réactionnel de la réduction d’un pont disulfure par le TCEP

Le mime de PCs; protégé n’étant pas soluble dans I'eau, 'ensemble des essais de dosage ont
été utilisée en utilisant comme solvant de ce composé un mélange DMSO/H,O (1:9). Pour
cela, il faut d’abord solubiliser la molécule dans le DMSO afin d’avoir une solution mere de
concentration connue. La solution est ensuite fortement diluée dans de I'eau MilliQ et il se
forme une laitance blanche. La solution est mise sous agitation en présence de 3,6 équivalents
de TCEP (1,2 eqg/pont disulfure), et elle devient limpide au bout de 24 h. Afin d’avoir une teneur
en sites actifs (thiols) comparable a celle utilisée avec la L-cystéine, la quantité d’ajout molaire

de mime de PC; protégé devra étre six fois inférieure.
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Si I'on effectue une mesure d’absorbance a une longueur d’onde fixe de de 650 nm comme
précédemment pour effectuer les dosages, la courbe théorique de I'absorbance mesurée en
fonction de la concentration en arsenic (lll) devrait décroitre régulierement jusqu’a une valeur
plateau. Traduisant une diminution de I'agglomération des nanoparticules d’or induite par le
mime de PC3 avec l'augmentation de la concentration en arsenic (lll). Si I'on considére
I'hypothése que l'arsenic (lll) forme exclusivement des complexes trivalents avec les
molécules mimes de PCs;, alors la courbe attendue aurait une allure de décroissance linéaire
jusqu’a atteindre une concentration en arsenic (lll) égale a la concentration en mime de PC;

avant d’atteindre un plateau, correspondant a une agrégation nulle. (Figure 101)
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Figure 101. Courbe théorique et courbe attendue en spectrophotométrie UV-visible (650 nm) lors du
dosage de I'arsenic (lll) par le mime de PCs et par des nanoparticules d’or

L’obtention d’'une courbe expérimentale différente de la courbe théoriquement attendue pour
des complexes uniqguement tridentés, ce qui est le plus probable, suggeére la coexistence dans
le milieu du dosage de plusieurs formes de complexe, dont les formes mono ou bidenté voir
oligomérique pourraient contribuer a maintenir un certain taux d’agrégation des

nanoparticules.
a) Nanoparticules d'or stabilisées au citrate

Le dosage consiste a ajouter 50 nmol de mime de PC; réduit dans un échantillon de 1,5 mL
contenant plus ou moins d’arsenic (lll), auquel sont ensuite ajoutées des nanoparticules d’or

stabilisées au citrate. (Figure 102)
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Figure 102. Analyse en spectrophotométrie UV-visible du dosage de I’arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm par
des nanoparticules d’or stabilisées au citrate a t= 10 min (échantillon de 1,5 mL contenant 33,33 uM de

mime de PCs)
Pour une quantité molaire en thiols équivalente, le mime de PC; est beaucoup moains réactif

vis-a-vis des nanoparticules d’or stabilisées au citrate que la L-cystéine. Il est nécessaire de
monter a des concentrations de 60 uM dans I'échantillon par I'ajout de 90 nmol de mime de

PC;, pour obtenir un début d’agrégation des nanoparticules d’or en 10 minutes. (Figure 103)
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Figure 103. Suivi cinétigue en spectrophotométrie UV-visible du dosage de I’arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm
par des nanoparticules d’or stabilisées au citrate de 0 a 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 60
uM de mime de PCs)

Méme pour une quantité molaire en fonctions thiol 1,8 fois supérieure, 'agglomération reste
plus faible que celle observée avec l'utilisation de la L-cystéine. Cela pourrait étre due a la
structure de la molécule plus volumineuse que celle de la L-cystéine, ce qui entrainerait un
encombrement stérique qui diminuerait sa réactivité avec les nanoparticules d’or et donc
diminuerait leur agrégation. Une autre hypothése serait qu’en présence d’eau dans le mélange

DMSO/H;0, la chaine lipophile de l'acide se replierait ce qui pourrait empécher les
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nanoparticules d’or d’avoir accés aux fonctions thiol du motif acide lipoique. Toutefois, nous
pouvons tout de méme observer une décroissance de I'absorbance a 650 nm proportionnelle

a 'augmentation de la concentration en arsenic (lll). (Figure 104)
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Figure 104. Evolution des valeurs d’absorbance des nanoparticules d’or stabilisées au citrate (AuNPs-Cit)
a 650 nm (t=10 min) pour des concentrations croissantes en As(lll) (échantillon de 1,5 mL contenant 60
UM de mime de PCs)

Tout comme lors du dosage avec la L-cystéine, les concentrations en arsenic (Ill) inférieures
a 2 ppm n‘ont pas de réelles incidences sur le taux d’agrégation des nanoparticules d’or
stabilisées au citrate par le mime de PCs. Ensuite, une linéarité de la diminution de I'agrégation
est observée pour des concentrations supérieures. Cependant, pour une concentration en
mime de PC; de 60 uM, la concentration massique en arsenic (lll) équivalente est de 4,5 ppm.
Cette courbe ne concorde donc pas avec la courbe attendue qui aurait consisté en une
diminution linéaire jusqu’a une concentration en arsenic (lll) de 4,5 ppm avant d’atteindre un
plateau, correspondant a une agrégation nulle. Cette différence pourrait étre due a une plus
forte affinité du soufre pour I'or que pour 'arsenic (lll) ce qui entrainerait une déstabilisation
des complexes. Cela pourrait également étre di au probable repliement en milieu aqueux de
la chaine lipophile expliqué précédemment, ce qui aménerait une difficulté de I'arsenic (lll) a

former des complexes avec le mime de PCs.

b) Nanoparticules d'or stabilisées au xylane

Y

Le dosage consiste a ajouter 90 nmol de mime de PCs;, réduit pendant 24 h, dans un
échantillon de 1,5 mL contenant une quantité variable d’arsenic (lll), auquel sont ensuite

ajoutées des nanoparticules d’or stabilisées au xylane. (Figure 105)
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Figure 105. Suivi cinétigue en spectrophotométrie UV-visible du dosage de I’arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm
par des nanoparticules d’or stabilisées au xylane de 0 &4 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 60
UM de mime de PCs)

Nous observons ici le méme phénoméne que lors des précédents dosages. Soit une
augmentation des valeurs d’absorbance a 650 nm plus ou moins importantes selon les
concentrations en arsenic (lll). Les nanoparticules d’or stabilisées au xylane sont plus
réactives comparées a celles stabilisées au citrate en donnant une plus forte réponse en
spectrophotométrie. La faible réponse obtenue avec les nanoparticules d'or stabilisées au
citrate ne serait donc pas due a un manque de réactivité du mime de PC3 mais plutdt a un
manque d’affinité. Cela signifierait que la molécule que nous avons synthétisée réagirait plus
fortement avec le xylane ou le déplacerait plus facilement que le citrate a la surface des
nanoparticules d’or.

Toutes les valeurs d’absorbance obtenues a 650 nm pour les échantillons arséniés sont
inférieures a celle de la référence, avec une absorbance qui diminue lorsque la concentration

en arsenic (Ill) augmente. (Figure 106)
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Figure 106. Evolution des valeurs d’absorbance des nanoparticules d’or stabilisées au xylane (AuNPs-
Xyl) a 650 nm (t= 10 min) pour des concentrations croissantes en As(lll) (échantillon de 1,5 mL contenant
60 uM de mime de PCs)

Aprés 10 minutes de réaction, il y a une forte diminution de la valeur d’absorbance a 650 nm
pour les concentrations en arsenic (lll) allant jusqu’a 2 ppm. Puis on remarque un plateau
entre 2 et 5 ppm. Ensuite, pour des concentrations plus élevées en arsenic, il y a toujours une
réduction de l'absorbance mais la diminution observée est plus faible. Cette courbe se
rapproche de la courbe attendue avec un plateau se situant aux alentours de 4,5 ppm d’arsenic
(111, correspondants a 60 uM de mime de PC3z. Néanmoins ce plateau n’est pas définitif et la
diminution des valeurs d’absorbance continue aprés cette valeur de 4,5 ppm. Cette
constatation tend a confirmer I'hypothése que le soufre a une plus forte affinité pour I'or que
pour I'arsenic (lll), entrainant une déstabilisation des complexes. Le dosage de l'arsenic (lIl)
pourrait donc ici se diviser en deux gammes. Tout d’abord une gamme de dosage allant de 0
a 2 ppm et ensuite une deuxieme gamme de dosage a partir de 5 ppm.

Bien que I'allure des courbes en spectrophotométrie UV-visible soit voisine de celle obtenue
lors du dosage de l'arsenic (lll) par la L-cystéine et les nanoparticules d’or stabilisées au
xylane, traduisant une réduction de I'agrégation en fonction de la concentration en arsenic (lll).
Le changement de couleur au bout de 10 minutes, dans le cas de I'utilisation du mime de PCs;,

est beaucoup moins prononcé. (Figure 107)

t=0 t=10 min

Blanc 1ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm Blanc 1ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm

Figure 107. Suivi cinétique a I'ceeil nu du dosage de I’'arsenic (lll) entre 0 et 20 ppm par des nanoparticules
d’or stabilisées au xylane a t= 0 et a t= 10 minutes (échantillon de 1,5 mL contenant 60 uM de mime de

PCs)
Malgré un temps de réaction de 10 minutes, la coloration bleue s’est trés peu développée,

méme pour I'échantillon de référence. Néanmoins, en présence d’arsenic (lll), la forte
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diminution de la valeur d’'absorbance a 650 nm est clairement visible. Il est ainsi possible de
nettement faire la différence entre un échantillon contenant 1 ppm d’arsenic (lll) et un
échantillon n’en contenant pas.

Sur les quatre techniques de dosage de larsenic (lll) utilisant des nanoparticules d’or
présentées, c’est celle employant des nanoparticules d’or stabilisées au xylane et le mime de
PC; qui a donné les meilleurs résultats en termes de sensibilité. Cette technique a permis le
dosage a I'ceil nu d’une concentration en arsenic (lll) de 1 ppm dans un échantillon aqueux.
C’est trés loin des potentiels 30 ppb détectés visuellement par la phytochélatine 3 et encore
plus loin du seuil de détection de 10 ppb souhaité.’®® La technique utilisant les nanoparticules
d’'or stabilisées au xylane et la L-cystéine est quant a elle, celle qui a permis d’obtenir la
meilleure gamme de couleur.

Pour les tests futurs, il sera trés certainement possible de reprendre le dosage de I'arsenic (l11)
par les nanoparticules d’or stabilisées au xylane et par le mime de PCs. Les résultats obtenus
indiquent qu’il est envisageable de descendre a des détections a I'ceil nu en dessous de
I'échelle du ppm grace a cette méthode. Cela pourrait permettre dans I'avenir de développer
un nouveau kit de de dosage de l'arsenic (lll) utilisant des nanoparticules d’or. |l faudra
également réaliser des tests d’interférences en vue de déterminer la spécificité ou non de la

L-cystéine ou de notre molécule mime de PCs envers I'arsenic (lll).
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Conclusion

Nous avons présenté deux axes de recherches destinés au dosage de I'arsenic, I'un basé sur
l'utilisation de molybdate d’ammonium, I'autre sur l'utilisation de nanoparticules d’or.
Concernant le premier axe de recherche, nous avons dans un premier temps réussi a optimiser
un protocole de dosage de I'arsenic (V) en solution en diminuant les temps d’analyse d’'un
facteur deux. Ce protocole optimisé nous a permis de doser en 15 minutes a I'ceil nu des
concentrations en arsenic (V) de 50 ppb, ainsi que des concentrations de 10 ppb par
l'intermédiaire d'un spectrophotométre UV-Visible. Nous avons par la suite développé une
nouvelle méthode basée sur ce protocole optimisé. Cette nouvelle méthode a consisté a retenir
par I'intermédiaire d’'une membrane filtrante, la coloration obtenue en solution. Par ce moyen,
nous avons pu descendre par une détection a I'ceil nu a des concentrations de 10 ppb en
arsenic (V). De plus, cette nouvelle méthode a permis de diminuer le temps d’un facteur trois
supplémentaire en portant le temps d’analyse a seulement 5 minutes. Parallélement, nous
avons réussi a adapter cette méthode a un format bandelette en nous appuyant sur des
méthodologies développées par la société Novassay pour le dosage de I'uranium.® Le format
bandelette est celui qui permet in fine le protocole le plus simple, en donnant un résultat coloré
a I'ceil nu en seulement 60 secondes. Cependant, la sensibilité obtenue de la part des
bandelettes n’est pas suffisante pour atteindre les concentrations a I'ceil nu de 10 ppb fixées
par 'OMS concernant les eaux de boissons. Toutefois, bien que le seuil de détection soit
cinquante fois supérieur a cette concentration, les bandelettes pourraient trouver une
application dans les secteurs industriels soumis a de fortes concentrations en arsenic, comme
les mines d’or ou le secteur de la tannerie par exemple.

La limite que nous avons rencontrée lors de l'utilisation du molybdate d’ammonium, est
l'interférence de la part du phosphate lors du dosage. En effet, ce dernier réagit plus fortement
avec le molybdate d’ammonium que I'arsenic (V), entrainant ainsi des erreurs d’interprétations
lors du dosage. Malgré de nombreux essais, nous n'avons malheureusement pas réussi a
éliminer le phosphate sans maodifier la concentration en arsenic dans les échantillons que nous
avons testes.

Concernant le deuxieme axe de recherche, nous avons réussi a développer une nouvelle
méthode de dosage de I'arsenic (lll) par I'utilisation de nanoparticules d’or. Nous avons utilisé
la L-cystéine de fagon inédite afin de doser 'arsenic (lll) par 'intermédiaire de nanoparticules
d’or stabilisées au xylane. Ces nanoparticules donnent de meilleurs résultats que celles
stabilisées au citrate classiquement utilisées et présente, de plus, 'avantage sur ces derniéres
d’étre bien plus stables a température ambiante. Parallélement, nous avons synthétisé une
molécule issue d’'un double couplage peptidique entre la L-cystine et I'acide R-a-lipoique. Le

double couplage a pu étre réalisé grace a un protocole optimisé n’utilisant pas de solvant, en
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seulement deux heures et avec un trés bon rendement de 80%. L'utilisation de cette molécule,
mimant le comportement de la phytochélatine 3 permet le dosage de 'arsenic (lll) grace a son
aptitude a interagir de maniére compétitive avec I'arsenic et une solution de nanoparticules
d’or. Avec l'aide d’'un spectrophotométre UV-Visible, cette méthode permet ainsi de doser des

concentrations en arsenic (Ill) supérieures au ppm.

Du point de vue de la valorisation des résultats présentés, compte tenu de leur facilité
d'utilisation, de leur innocuité comparativement a celles actuellement sur le marché, les
bandelettes test développées sur la base de la stratégie au molybdate d’ammmonium
semblent les plus intéressante a exploiter a court terme. Pour cela, il conviendra d’optimiser
la formulation d’'imprégnation avec I'objectif d’abaisser encore le seuil de détection. Ainsi, le
dépdbt d’'un brevet est prévu a court terme pour une exploitation exclusive par la société
Novassay.

Le développement de la technique de mesure colorimétrique utilisant des cartouches filtrantes
mérite également d’étre poursuivie. Dans ce cas encore, c’est le manque de sélectivité qui
constitue le principal verrou a briser. Le travail exploratoire de cette thése montre que deux
approches peuvent étre exploitées : la formation de complexes colorés spécifiqguement avec
larsenic, stratégie qui, en utilisant le molybdate d’ammonium a montré ses limites, ou
I'élimination préalablement au test soit du phosphate seul soit du phosphate et de I'arsenic
(V). C’est cette deuxiéme approche qui nous semble la plus pertinente a poursuivre dans la
suite de ce travail. En effet, et bien que nos résultats n’aient malheureusement pas permis
d’apporter de solutions satisfaisantes a ce probleme de sélectivité, il serait intéressant de
compléter les tests d’élimination des phosphates et de I'arsenic (V) par I'utilisation de résines
cationique de structures variées tout en limitant au maximum les interactions avec l'arsenic
(11N. Ainsi une simple étape d’oxydation de I'arsenic (lll) résiduel en arsenic (V), suivi d’'un
dosage devrait permettre de déterminer la quantité d’arsenic totale de I'échantillon. Le

protocole final optimisé pourrait étre le suivant. (Figure 108)
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Figure 108. Protocole de dosage de I’arsenic total par le molybdate d’ammonium, le vert de malachite et

une membrane filtrante

La premiére étape consistant & aspirer dans une seringue, un volume déterminé d’échantillon

a travers une cartouche adsorbante de maniére a éliminer I'arsenic (V) et/ou linterférent

phosphate sans modifier la concentration en arsenic (lIl) doit étre optimisée pour envisager le

développement industriel d'un tel kit. L’identification d’'une résine capable de remplir cet

objectif conduira au dép6t d’'un second brevet.

Concernant les travaux présentés dans le second chapitre, utilisant de maniére combinée un

chromophore (nanoparticules d’or) et un agent complexant de l'arsenic, les perspectives

immédiates pourraient a priori prendre deux directions :

Dans un premier temps, il serait pertinent de proposer la synthése de nouveaux mimes de la

PC3, analogues a la molécule présentée dans ce travail. Pour cela des variations des fonctions

de liaison entre les motifs lipoique et cystéine pourraient étre étudiées dans le but de moduler

la distance entre les différentes fonctions thiol mais également la mobilité de la chaine

carbonée. Le recourt a la modélisation moléculaire pourrait permettre d’optimiser les choix de

structures en identifiant les complexes de I'arsenic (lll) les plus stables.

Dans une deuxieme approche, il serait également intéressant de combiner le chromophore et

le complexant en une seule plateforme moléculaire. Ainsi, nous pensons que des molécules

conjuguées colorées, formant une pince di ou tridentée capable de complexer I'arsenic pourrait

conduire a une réponse colorimétrique dépendante de la concentration en arsenic(lll) d’'un

échantillon. De telles molécules existent déja, développée pour le dosage de certains
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éléments. Nous pouvons citer par exemple le dosage colorimétrique de l'uranium par
I'arsénazo 111.248

La Figure 109 présente quelques structures hypothétiques pouvant répondre a ces objectifs.
La chimie utilisée pour la préparation de ce type de molécules reposerait alors sur la synthése

diazoique ou la synthése d’imine par exemple.
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Figure 109. Structures chimigques des colorants destinés au dosage de I’arsenic (lll)
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Nous avons dans la derniére période réaliser quelgues essais de synthése préliminaires
(données non présentées) dans le but d'évaluer le potentiel de cette approche
méthodologique. Il ressort de ces essais que I‘accés a de telles structures n’est pas trivial et
impose la mise en ceuvre de stratégie de synthése multi-étapes basées sur l'utilisation entre
autres choses de groupes protecteurs. Bien que complexes a obtenir, l'utilisation de ces
chromophores, s’il est démontré qu’ils sont capables de complexer I'arsenic pour conduire a
une réponse colorimétrique dépendante de la concentration en arsenic (lll), permettrait une

amélioration sensible du protocole transposable au format bandelette.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre Ill. Partie expérimentale

I.  Reactifs et solvants

Les réactifs utilisés sont des produits certifiés de qualité pour analyse et utilisés sans

purification ultérieure. lls présentent des pourcentages massiques en arsenic les plus faibles

possibles. Toutes les solutions sont préparées dans de l'eau ultrapure (systéme Milli-Q :

résistivité 18,2 MQ.cm). La verrerie et les piluliers utilisés pour la préparation des solutions, le

stockage et 'analyse des échantillons sont lavés a I'eau régale puis rincés a I'eau MilliQ.

Réactifs et solvants Fournisseurs Abréviations N° CAS
Acétate d’éthyle Carlo Erba EtOAc 141-78-6
: » . VWR
Acide acétique glacial Chemicals AcOH 64-19-7
Acide ascorbique TCI ac.Asc. 50-81-7
Acide chlorhydrique Carlo Erba HCI 7647-01-0
Acide R-a-lipoique TCI - 1200-22-2
Acide nitrique 69% Prolabo HNO3 7697-37-2
Acide sulfurigue 96% Carlo Erba H,SO4 7664-93-9
Arsenic 1000 ppm (solution GFS
standard) Chemicals ) i
Arseniate de sodium Alfa Aesar | Na;HASO.7H;O | 10048-95-0
eptahydraté
(méta)arsénite de sodium Sigma Aldrich NaAsO; 7784-46-5
Benzidine Prolabo - 92-87-5
Brij®93 Sigma Aldrich - 9004-98-2
n-Butanol Carlo Erba n-BuOH 71-36-3
Cadmium 1000 ppm (solution GFS Cd2* i
standard) Chemicals
Carbonate de calcium Chem-Lab CaCOs3 471-34-1
Carbonate de lanthane Alfa Aesar Lax(COs)s 54451-24-0
Carbonyldiimidazole TCI CDI 530-62-1
Cérium 1000 pppm (solution GFS Ce i
standard) Chemicals
Chloroforme VWR CHCl; 67-66-3
Chemicals
Chloroforme deutéré Euriso-top CDCls 865-49-6
Chlorure de calcium Alfa Aesar CaClz 10043-52-4
Chlorure de sodium Alfa Aesar NaCl 7647-14-5
Chlorure d’or (lll) trihydraté Sigma Aldrich HAuCl4.3H,O 16961-25-4
Citrate trisodique dihydraté Sigma Aldrich - 6132-04-3
Cuivre 1000 ppm (solution GFS cuzt i
standard) Chemicals
Cyanure 1000 ppm (solution Fluka CN- i
standard)
L-cystéine Alfa Aesar Cys 52-90-4
L'Cyztim;';';ﬁg'eeswr Sigma Aldrich : 32854-09-4
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimide Alfa Aesar DCC 538-75-0
N,N-Diisopropyléthylamine Alfa Aesar DIPEA 7087-68-5
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p-dimethylaminocinnamaldehyde TCI - 6203-18-5
. Fisher
Diméthylsulfoxyde Scientific DMSO 67-68-5
Ethanol absolu VWR EtOH 64-17-5
Chemicals
Ether de pétrole VW.R Petet 64742-49-0
Chemicals
Ethyl violet Alfa Aesar EV 2390-59-2
Florisil® Acros Organics - 1343-88-0
Glycérol Sigma Aldrich - 56-81-5
1-Hydroxybenzotriazole hydraté | Acros Organics HOBt 123333-53-9
Hydroxyde d’aluminium Alfa Aesar Al(OH); 21645-51-2
Hydroxyde de lanthane Alfa Aesar La(OH)s 14507-19-8
N-Hydroxysuccinimide Acros Organics NHS 6066-82-6
Magnésium 1000 ppm (solution GFS Mo2* i
standard) Chemicals 9
Mercure 1000 ppm (solution GFS Hg2* i
standard) Chemicals 9
Méthanol VWR MeOH 67-56-1
Chemicals
Mo'ybféitgfyzgtgo”'“m Sigma Aldrich MA 12054-85-2
Molybdate de sodium Sigma Aldrich - 7631-95-0
Ninhydrine TClI - 485-47-2
Nitrate 1000 ppm (solution GFS NO- i
standard) Chemicals 3
Nitrate de cérium et dammonium Alfa Aesar CAN 16774-21-3
Oxyde de cérium Acros Organics CeO2 1306-38-3
(méta)periodate de sodium Alfa Aesar NalO4 7790-28-5
Permanganate de potassium Alfa Aesar KMnQO,4 7722-64-7
Phosphate 1000 ppm (solution GFS PO i
standard) Chemicals 4
Plomb 1000 ppm (solution GFS Ph2 i
standard) Chemicals
Poly_(methyl vinyl ether-alt-mglelc Sigma Aldrich ) 25087-06-3
acid monoethyl ester) solution
Potassium _ant|monyl tartrate Sigma Aldrich PAT 28300-74-5
trinydrate
Résine Amberlite® IRA-67 Sigma Aldrich - 65899-87-8
Résine Amberlite® IRA-400 Sigma Aldrich - 60177-39-1
Résine Amberlite® IRA-900 Sigma Aldrich - 9050-97-9
Silicate 1000 ppm (solution GFS sio i
standard) Chemicals 2
Solutions tampon Alfa Aesar - -
Sulfate 1000 ppm (solution GFS SO.2 i
standard) Chemicals 4
Tétrahydrofurane Acros Organics THF 109-99-9
Tris(2-carboxyethyl)phosphine Alfa Aesar TCEP 51805-45-9
(para)Tungstate d’'ammonium Sigma Aldrich - 11120-25-5
Tungstate de sodium Sigma Aldrich - 10213-10-2
Vert de malachite, Oxalate Alfa Aesar GM 2437-29-8
Xylane de hétre Sigma Aldrich - 9014-63-5
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Zinc 1000 ppm (solution GFS

2+ _
standard) Chemicals Zn

Tableau 6. Réactifs et solvants utilisés

1I. Chromatographie
A. Chromatographie analytique

L’évolution des réactions ainsi que la pureté des produits sont contrdlées par

chromatographie sur couche mince (CCM), silice déposée sur plaque d’aluminium : gel de

silice 60 F254 Merck de 0,2 mm d’épaisseur. La révélation des plaques CCM peut étre

effectuée par :

B.

lampe UV 6 W & 254 nm ou 365 nm

vaporisation d’une solution de ninhydrine (0,25% dans le butanol) suivie d’'un
chauffage supérieur a 100°C pour révéler les composés aminés par une coloration
violette

vaporisation d'une solution de p-dimethylaminocinnamaldehyde (1% dans
I'éthanol) + repos 5 minutes + vaporisation d’acide sulfurique (1% dans I'éthanol)
pour révéler les composés aminés par une coloration rose

vaporisation de periodate de sodium (NalO4 0,1% dans H,O MilliQ/acide acétique
glacial 1:1) + repos 5 minutes + vaporisation benzidine (0,5% dans butanol/acide
acétigue glacial 4:1) pour révéler les composés soufrés par une tache blanche sur

fond bleu

Chromatographie préparative

Les purifications sur plaques préparatives sont réalisées par étalement d’un gel de silice (80 g

de gel de silice 60 PF254 dispersée dans 210 mL d’eau) en une couche de 2 mm d’épaisseur

sur six plaques de verre (20 x 20 cm) alignées sur un banc. Aprés séchage a I'air libre pendant

une nuit, les plaques sont finalement activées 2 heures a 100 °C avant usage.

Les purifications sur colonne sont réalisées avec des colonnes de silice de 12, 24, 40 ou 80 g

de marque Redisep® Rf, Grace™ ou Chromabond® par un appareil de chromatographie flash

CombiFlash® Rf de Teledyne Isco.
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I11. Analyses physico-chimiques
A.  Spectrophotométrie UltraViolet- Visible
Les spectres UV-Visible ont été réalisés sur un spectrophotometre Thermo Scientific Evolution

201 et ont été effectués dans des cellules de quartz de 1 cm de trajet optique. Les longueurs

d’'onde A correspondantes sont exprimées en nm et les coefficients d’absorption molaire € en

Les analyses RMN ont été réalisées par le Docteur Yves Champavier, a la plate-forme du «
Service Commun de Recherche et d'Analyse de Biomolécules de Limoges » (SCRABL) de
linstitut « Génomique, Environnement, Immunité, Santé et Thérapeutiqgues » (GEIST) de
I'Université de Limoges sur un appareil Bruker 500 MHz nce Il HD (passeur d’échantillons
refroidi 24 positions, sonde de mesure BBFO) a une fréquence 00,15 MHz pour le proton
(*H) et 125,78 MHz pour le carbone (*3C). Les déplacements chimiques~d_sont exprimés en
ppm, le tétraméthylsilane est pris comme référence interne (& = 0 ppm), les Constantes de
couplages J sont exprimées en Hz. Les abréviations retenues sont : s (singulet), d (dou
(triplet), dt (double triplet), g (quadruplet), dq (double quadruplet), sext (sextuplet), m
(mulitplet).

C.  Spectrométrie de masse haute résolution (HRMS)

Les spectres d'HRMS sont réalisés par le Docteur Cyril Colas, de la plate-forme «
Spectrométrie de Masse Haute Résolution de la Fédération de Recherche Physique et Chimie
du Vivant » de « I'Institut de Chimie Organique et Analytique » (ICOA) de I'Université d’Orléans
(UMR 7311), sur un spectromeétre de masse Bruker maXis UHR-Q-TOF.

D.  Microscopie électronique a transmission

Les photographies ont été réalisées par l'ingénieur de recherche Pierre Carles du Service
Commun CARMALIM (CARactérisation des MAtériaux du LIMousin) sur un microscope

électronique a transmission JEOL 100CX-II.
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diffusion dynamique de la lumiére (DLS) — potentiel

Les analyses des diametres hydrodynamiq LS et des potentiels Zeta ont été réalisées

sur un appareil Zetasizer Nano ZS.

IV. Synthéses
A.  Mime de PCs

I\l
O
O\iil,
k2
b1 /S\S/ \b2/ O/
N el \
Ll OQQZ/NH
S
P° ‘
/el \5\32
fl
\ f2\
i1 /gl ’
/ Thl h2
il | 7 Ng
\ i2
s—S \
j2—S

Co4H4oN206Se M= 644,12 g.mol‘l
Dans un contenant en verre de 20 mL, sont ajoutés 1 g d’acide R-a-lipoique (4,85 mmol ; 1

eg.) et 944 mg de carbonyldiimidazole (CDI ; 5,82 mmol ; 1,2 eq.). Les poudres sont vivement
malaxées a l'aide d’'une spatule pendant 5 minutes. Ensuite est ajouté directement dans le
contenant 811 mg de cystine dimethyl ester dichlorhydrate (2,38 mmol ; 0,49 eq.). Le
contenant est placé au bain-marie a 40°C et le mélange est réguliérement malaxé a la spatule
pendant 5 h. Le mélange est ensuite repris dans 30 mL d’un mélange CHCIs/MeOH 50:50,
puis adsorbé sur Florisil®. Le produit est purifié sur une colonne de silice RediSep® Rf Normal
de 40 g par un CombiFlash® Rf de Teledyne Isco. L’élution est réalisée a 20 mL/min par un
mélange éther de pétrole/acétate d’éthyle 95:5 pendant 3 volumes de colonne, puis par du
chloroforme pendant 3 volumes de colonnes, puis par une augmentation progressive du
pourcentage d’éthanol jusqu’a un mélange chloroforme/éthanol 90:10. Le solvant est ensuite
éliminé a I'évaporateur rotatif et le produit est obtenu sous I'aspect d’'une gelée jaune est
obtenu avec un rendement de 87% (m= 1,334 g). Le produit est conservé sous atmosphére
inerte afin de le protéger de polymérisations éventuelles par l'intermédiaire des ponts

disulfures.

R¢= 0,75 (chloroforme/méthanol 90:10)
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RMN *H (500,15 MHz, CDCls, 25°C) & (ppm) : 6,43 (2H, d, J= 7,5 Hz, NH) ; 4,87 (2H, dt, J=
55et7,5Hz Hy); 3,78 (6H, s, H) ; 3,58 (2H, dqg, J= 5 et 7,5 Hz, Hy) ; 3,21 (4H, t, J= 5 Hz,
Ha) ; 3,13 (4H, t, J= 7 Hz, H)) ; 2,46 (2H, sext, J= 6,5 Hz, H)) ; 2,29 (4H, t, J= 7,5 Hz, Hq) ; 1,92
(2H, sext, J=7 Hz, Hi) ; 1,69 (8H, m, Heg) ; 1,49 (4H, m, Hy)

RMN 3C (125,78 MHz, CDCls, 25°C) & (ppm) : 172,66 (Cy) ; 170,92 (C.) ; 56,42 (Cy) ; 52,83
(C) ;51,61 (Cn) ;40,70 (C)) ; 40,26 (Cy) ; 38,51 (Ca) ; 36,13 (Ce) ; 34,65 (C)) ; 28,84 (Cy) ; 25,17
(Co)

Spectrométrie de masse haute résolution (ESI) : m/z = 645,13 [M+H]*
B. Nanoparticules dor

10 mg HAuCl, / 25 mL H,0
MilliQ 30mg Xyl/1mL 30mgCit/1mL

NaOH2% 2 H,0 MilliQ

Chauffage 120°C Chauffage 120°C
_ _
20 min 10 min

Dans un bicol de 100 mL, 10 mg HAuCl4.3H20 sont dissous dans 25 mL H>O MilliQ. Le bicol
est placé sous agitation a reflux dans un bain d’huile & 120°C pendant 20 minutes.

Dans un tube a hémolyse, 30 mg de citrate trisodique ou de xylane de hétre sont solubilisés
dans 1 mL H2O MilliQ ou 1 mL NaOH 2% respectivement.

Le citrate ou le xylane est ajouté dans le bicol a 120°C sous forte agitation en 10 secondes
par I'intermédiaire d’'une aiguille au travers d’'un bouchon a jupe. Le bicol est maintenu sous
forte agitation a 120°C pendant 10 minutes, la solution initialement jaune, devient bleue/noire
au moment de I'ajout puis rouge vin en une dizaine de minutes. Aprés retour a température
ambiante, la solution de nanoparticules est centrifugée 10 minutes a 6000 rpm par une
centrifugeuse Sigma 3-16P. Le surnageant est récupéré et centrifugé 10 minutes a 8000 rpm
par une centrifugeuse Sigma 3-16P. Le surnageant est récupéré et centrifugé 10 minutes a
13000 rpm par une centrifugeuse Eppendorf 5415R. Le culot est repris dans 12,5 mL H>O
MilliQ afin d’obtenir une solution de nanoparticules d’or absorbant a environ 520 nm pour une
valeur d’absorbance de 2.

Les solutions sont conservées en pilulier en verre de 20 mL a température ambiante. La
stabilité est d’environ 4-5 jours pour les nanoparticules d’or stabilisées au citrate et elle est de

plusieurs semaines pour celles stabilisées au xylane.
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C. Elaboration de bandelettes

1.  Bandelettes an molybdate d ammonium et au tartrate d antimoine

et de potassium

Solution A :

- 1 g poly(methyl vinyl ether-alt-maleic acid monoethyl ester), 50wt.% solution in ethanol
- 550 uL de Brij®93
- 15 mL d’éthanol absolu
- 3 mLdacétone
Solution B :

- 250 mg de citrate trisodique

- 250 mg de glycérol

- 150 mg de molybdate d'ammonium

- 30 mgde PAT

- 15 mL H,0 MilliQ
La solution B est ajoutée au goutte a goutte a la solution A, la solution (incolore) se trouble,
mais il n'y a pas de précipité. Des carrés de papier Whatman 41 (1x1 cm) sont imprégnés dans
le bain puis posés sur du papier absorbant et séchés 60 minutes a I'étuve 85°C. Ces papiers
imprégnés sont ensuite collés sur du PVC transparent découpé en bandelettes de 7x1 cm par
du ruban adhésif double face.

2. Bandelettes au molybdate dammonium et au vert de
malachite/ethyl violet
Solution A:
- 1 g poly(methyl vinyl ether-alt-maleic acid monoethyl ester), 50wt.% solution in ethanol
- 550 ulL Brij®93
- 15 mL d’éthanol absolu
- 3 mLd’acétone
Solution B :

- 250 mg de citrate trisodique

- 250 mg de glycérol

- 500 mg de molybdate d'ammonium

- 5 mL de solution éthyl violet/vert de malachite 2 mM dans H,O MilliQ

- 10 mL H,0 MilliQq
La solution B est trés lentement ajoutée au goutte a goutte a la solution A et sous forte
agitation, afin d’éviter la précipitation de sels. Des carrés de papier Whatman 41 (1x1 cm) sont

imprégnés dans le bain puis posés sur du papier absorbant et séchés 60 minutes a I'étuve
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85°C. Ces papiers imprégnés sont ensuite collés sur du PVC transparent découpé en

bandelettes de 7x1 cm par du ruban adhésif double face.

V. Dosages
A. Meéthode au bleu de molybdéne

Les solutions méres sont préparées extemporanément :
- Molybdate d’'ammonium 20 mM : 494 mg de molybdate d’ammonium + 20 mL H,S0, 0,1
M
- Tartrate d’antimoine et de potassium 750 uM : 10 mg de PAT + 20 mL H,S0, 0,1 M
- Acide ascorbique 80 mM : 282 mg d’acide ascorbique + 20 mL H,S0, 0,1 M
- Solutions d’anions ou de cations 10 ppm : 100 pL d’une solution standard 1000 ppm + 9900
pL H.S04 0,1 M

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 7)

Blanc 500 ppb 1 ppm 1,5 ppm 2ppm 2,5 ppm

H.S04 0,1 M 1320 pL 1220 pL 1120 pL 1020 pL 920 pL 820 pL
Solution 10 ppm - 100 pL 200 pL 300 pL 400 pL 500 pL
MA 20 mM 340 uL 340 pL 340 pL 340 pL 340 pL 340 pL
PAT 750 uM 55 uL 55 uL 55 uL 55 uL 55 uL 55 uL
ac.Asc. 80 mM 285 pL 285 pL 285 pL 285 pL 285 pL 285 pL

Tableau 7. Protocole du dosage de I’arsenic et de I’étude d’interférences par la méthode au bleu de
molybdéne en milieu acide sulfurigue 0,1 M entre 0 et 2,5 ppm

B. Méthode utilisant le molybdate d ammonium et un colorant

L Etude spectrophotomeétrique du comportement entre le vert de
malachite et I'arsenic (V) en milien acide

Les solutions méres sont préparées extemporanément :

- Vert de malachite 2 mM : 37 mg de vert de malachite oxalate + 20 mL H,0 MilliQ
- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 8)

Blanc 50 ppb 100 ppb 500 ppb
H2-0 MilliQ 1800 pL 1700 pL 1600 pL 1700 pL
As(V) 1 ppm - 100 pL 200 pL -
As(V) 10 ppm - - - 100 pL
HCI 6 M 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL
GM 2 mM 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL

Tableau 8. Protocole pour I’étude spectrophotométrique du comportement entre le vert de malachite seul
et ’arsenic (V) en milieu acide sans avoir former de complexes arsénomolybdiques
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2.

Dosage de T'arsenic (V) par le molybdate dammonium et 1'éthyl

violet a pH neutre, a pH2 et a pH 1

Les solutions méres sont préparées extemporanément :

- Molybdate d’'ammonium 20 mM : 123 mg de molybdate d’ammonium + 5 mL H,O MilliQ,

H.S04 0,01 M ou H,S0, 0,1 M
- Ethyl violet 2 mM : 20 mg d’éthyl violet + 20 mL H,0 MilliQ, H,SO4 0,01 M ou H,S0,0,1 M
- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ, H,504 0,01 M ou H,S04

0,1M

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 9)

Blanc 10 ppb | 30 ppb | 50 ppb | 100 ppb | 500 ppb | 1 ppm
H2.0 MilliQ ou
H.S04 0,01 M
0U H,S04 0.1 1925 uL | 1905 uL | 1865 pL | 1825 uL | 1725 uL | 1825 pL | 1725 L
M
As(V) 1 ppm - 20 pL 60 pL 100 yL | 200 pL - -
As(V) 10 ppm - - - - - 100 pL 200 pL
MA 20 mM 25 L 25 pL 25 pL 25 pL 25 pL 25 pL 25 pL
EV2mM 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL

Tableau 9. Protocoles pour le dosage de I'arsenic (V) par le molybdate d’ammonium et I’éthyl violet a pH

3.

neutre,apH2etapH1

Dosage de 1'arsenic (V) par le protocole de la littérature

Les solutions meéres sont préparées extemporanément :

- Molybdate d’ammonium 20 mM : 123 mg de molybdate d’ammonium + 5 mL H,0 MilliQ
- Ethyl violet 2 mM : 20 mg d’éthyl violet + 20 mL H,0 MilliQ
- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 10)

tartrate d antimoine et de potassium (PAT)

Les solutions meres sont préparées extemporanément :

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb 1ppm
H-0 MilliQ 1300 pL 1280 pL 1200 pL 1100 pL 1200 pL 1100 pL
As(V) 1 ppm - 20 pL 100 pL 200 pL - -
As(V) 10 ppm - - - - 100 pL 200 pL
MA 20 mM 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
HCl 6 M 150 pL 150pL 150 pL 150pL 150 pL 150pL
EV2mM 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Tableau 10. Protocole de Morita pour le dosage de I'arsenic (V)
4. Optimisation du dosage de I'arsenic (V) par I'utilisation de sels de

- Molybdate d’ammonium 20 mM : 123 mg de molybdate d’ammonium + 5 mL H,0 MilliQ

(@) 5Y-NC-ND |
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- Tartrate d’antimoine et de potassium 800 uM : 11 mg de PAT + 20 mL H,0 milliQ
- Ethyl violet 2 mM : 20 mg d’éthyl violet + 20 mL H,0 MilliQ
- Arsenic (V) 100 ppm : 42 mg Na;HAsO,4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosees

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 11)

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb | 500 ppb 1ppm
H.O MilliQ 1100 pL 1180 pL 1000 pL 900 pL 1000 pL 900 pL
As(V) 1 ppm - 20 pL 100 pL 200 pL - -
As(V) 10 ppm - - - - 100 pL 200 pL
MA 20 mM 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL
PAT 800 uM 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
HCI 6 M 150 pL 150uL 150 pL 150puL 150 pL 150pL
EV2 mM 50 pL 50 pyL 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL

Tableau 11. Protocole du dosage de I’arsenic (V) par la méthode au molybdate d’ammonium et a I’éthyl
violet avec utilisation de sels d’antimoine et de potassium

5. Optimisation du dosage de larsenic (V) par une réaction

préliminaire entre I'arsenic et le molybdate

Les solutions meéres sont préparées extemporanément :

- Molybdate d’ammonium 20 mM : 246 mg de molybdate d’ammonium + 10 mL H,0 MilliQ
- Ethyl violet 2 mM : 20 mg d’éthyl violet + 20 mL H,0 MilliQ

- Vert de malachite 2 mM : 37 mg de vert de malachite oxalate + 20 mL H,O MilliQ

- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées

et en vertical I'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 12)

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb 500 ppb

H20 MilliQ 1100 pL 1180 pL 1000 pL 900 pL 1000 pL
As(V) 1 ppm - 20 pL 100 pL 200 pL -

As(V) 10 ppm - - - - 100 pL

MA 20 mM 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL 500 pL

PAT 800 pM 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

HCI 6 M 150 pL 150pL 150 pL 150pL 150 pL

Repos de 5 minutes
EV ou GM 2 mM 50uL |  50pL 50uL | souL | s0pL

Tableau 12. Protocole d’optimisation du dosage de I’arsenic (V) par réaction préliminaire entre I’arsenic et

6.

le molybdate d’ammonium avant I’'ajout du colorant

Développement dune nouvelle méthode visuelle de dosage de

T'arsenic par une membrane filtrante

L’élaboration de la cartouche filtrante consiste a utiliser un filtre papier et une cartouche vide

servant de précolonne en chromatographie flash.
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Des disques de 12 mm de diameétre de papier Whatman Grade 41 ou Grade 2 sont découpés
manuellement. lls sont ensuite insérés entre deux frittés en polyéthyléne afin qu’il conserve sa
forme. Le disque de papier et les deux frittés sont ensuite insérés au 2/3 de la hauteur dans
une cartouche en polypropyléne Chromabond® de 12 mm de diamétre et 65 mm de hauteur.
Les solutions méres sont préparées extemporanément :

- Molybdate d’ammonium 20 mM : 494 mg de molybdate d’ammonium + 20 mL H,0 MilliQ

- Vert de malachite 2 mM : 37 mg de vert de malachite oxalate + 20 mL H,0 MilliQ

- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ
Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées
en pilulier en verre et en vertical I'ordre d’ajout des réactifs. Les échantillons sont ensuite
aspirés dans une seringue en polypropyléne Norm-Ject de 12 mL. La seringue est branchée
a la cartouche filtrante et I'échantillon est passé au travers a une vitesse de 1 mL/s. (Tableau
13)

Blanc 10 ppb 50 ppb 100 ppb

H.O MilliQ 6250 uL 6240 uL 6200 L 6150 L

As(V) 10 ppm - 10 pL 50 pL 100 pL

MA 20 mM 2500 pL 2500 pL 2500 pL 2500 pL

HCI6 M 1000 pL 1000uL 1000 pL 1000uL
Repos de 5 minutes

GM 2 mM 250 pL 250 pL 250 L 250 L

Filtration Filtration Filtration Filtration

Tableau 13. Protocole de dosage de ’arsenic (V) par filtration de la coloration obtenue lors de la méthode
optimisée en solution

La cartouche est par la suite ouverte, le disque de filtre papier est récupéré a I'aide d’'une

spatule et déposé sur de la céramique blanche (préalablement lavée a 'acide).

C.  Bandelettes
1 Bandelettes au molybdate d ammonium et au tartrate d antimoine

et de potassium

Les échantillons contenant une quantité variable d’arsenic (V) sont préparés a partir d’'une
solution mére de 100 ppm afin d’obtenir un volume final de 4,7 mL. Le volume de I'échantillon
est complété jusqu’a 5 mL avec I'ajout de 300 uL d’acide chlorhydrique 6 M.

Les bandelettes au molybdate d’'ammonium et au tartrate d’antimoine et de potassium sont
immergées dans les échantillons pendant 120 secondes puis sont égouttées rapidement sur
du papier absorbant afin d’éliminer le liquide résiduel.

Ensuite, 50 pyL d’acide ascorbique a 80 mM sont déposés sur les carrés de papier par

I'intermédiaire d’'une micropipette Transferpette® S Brand.
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2. Bandelettes an molybdate dammonium et & I'éthyl violet/vert de
malachite

Les échantillons contenant une quantité variable d’arsenic (V) ou de phosphate sont préparés
a partir d’'une solution mere de 100 ppm en arsenic (V) ou d’'une solution standard de 1000
ppm en phosphate afin d’obtenir un volume final de 4,7 mL. Le volume de I'échantillon est
complété jusqu’a 5 mL avec I'ajout de 300 uL d’acide chlorhydrique 6 M.

Les bandelettes au molybdate d'ammonium et a I'éthyl violet/vert de malachite sontimmergées
dans les échantillons pendant 60 secondes puis sont égouttées rapidement sur du papier
absorbant afin d’éliminer le liquide résiduel.

Les échantillons de I'étude d’interférences sont préparés de la méme fagon a partir d’'une
solution standard de 1000 ppm afin d’obtenir une concentration de 5 ppm. A I'exception de
I'échantillon d’arsenic (lll) qui est préparé a partir d’'une solution mére de 100 ppm (17,3 mg
NaAsO; + 100 mL H2O MilliQ).

D. Elimination des interférences
1 Carbonate de calcium

Les cartouches de carbonate de calcium sont réalisées dans des cartouches vides en
polypropylene Chromabond® de 12 mm de diameétre et 65 mm de hauteur. Une quantité de
500 mg de CaCO:s; est ajoutée dans les cartouches, puis est tassée et comprimée entre deux
frittés en polyéthyléne sur une hauteur d’environ 1 cm. Les cartouches sont ensuite branchées
a un filtre seringue en acétate de cellulose 0,45 pM.
Les solutions meéres sont préparées extemporanément :

- Molybdate d’ammonium 20 mM : 618 mg de molybdate d’ammonium + 25 mL H,O MilliQ

- Vert de malachite 2 mM : 37 mg de vert de malachite oxalate + 20 mL H,O MilliQ

- Arsenic (V) 100 ppm : 41,7 mg Na;HAsO4.7H,0 + 100 mL H,0 MilliQ

- Arsenic (lll) 100 ppm : 17,3 mg NaAsO, + 100 mL H,0 MilliQ

- Chlorure de calcium 0,1 M : 111 mg CaCl; + 10 mL H,0 MilliQ

- Permanganate de potassium 0,3% : 15 mg KMnQO4 + 5 mL H,0 MilliQ
Les échantillons sont préparés dans des piluliers en verres, ils sont ensuite aspirés dans une
seringue en polypropyléne Norm-Ject de 12 mL puis passés au travers d’une cartouche de
carbonate de calcium & 10 mL/min. Les échantillons sont récupérés dans de nouveaux piluliers
en verre avant d’étre dosés en solution par la méthode optimisée. Le tableau suivant présente
en horizontal les différentes concentrations d’échantillons dosées et en vertical I'ordre d’ajout

des réactifs. (Tableau 14)
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Blanc As(V) As(V) As(lll) As(ll) P P
Blanc Cartouche 100 Cartouche 100 Cartouche 100 Cartouche
ppb 100 ppb ppb 100 ppb ppb 100 ppb
H,O MilliQ | 6100 uL | 6100 uL | 6000 uL | 6000 pL | 6000 pL | 6000 pL 6330 6000 L
As(V) 10 i i 100l | 100 uL i i i i
ppm
As(lll) 10
- - - - 100 uL | 100 pL - -
ppm H H
P10 ppm - - - - - - 100 pL 100 pL
Cacl\'j 011 100 uL | 100pL | 100pL | 100uL | 100uL | 100uL | 100pL | 100 pL
- Cartouche - Cartouche - Cartouche - Cartouche
HCI6M |1000pul | 1000puL | 1000l | 1000uL | 1000wl | 1000 pL 13‘20 1000 L
' | 50uL | 50uL | 50uL | 50 | SOpL | 50uL | 50pL | 5O
MA 20 mM | 2500 uL | 2500 pL | 2500 pL | 2500 uL | 2500 pL | 2500 pL 2330 2500 pL
Repos de 5 minutes
GM2mM | 250uL | 250pL | 250pL | 250uL | 250pL | 250pL | 250pL | 250 pL

Tableau 14. Protocole de I’élimination de I'interférence phosphate par une cartouche au carbonate de

2.

calcium lors du dosage en solution par la méthode optimisée

Reésines

Chaque type de résine est conditionnée de la méme facon : 50 g de résine sont placés dans

un erlenmeyer dans 100 mL d’acide nitrique 1 M et sont agités doucement pendant 10 minutes.

L’acide est éliminé en filtrant la résine sur filtre papier. Elle est ensuite reprise dans 100 mL de

soude 1 M et mise sous agitation lente pendant 10 minutes. La soude est ensuite éliminée en

filtrant les billes de résine sur un filtre papier. La résine est ensuite reprise dans 100 mL de

chlorure de sodium et mise sous agitation lente pendant 10 minutes. Le chlorure de sodium

est éliminé en filtrant la résine sur filtre papier. La résine est reprise dans 100 mL d’eau MilliQ

et mise sous agitation douce pendant 30 minutes. La résine est ensuite filtrée sur filtre papier

et rincée avec 500 mL d’eau MilliQ.

La résine est conservée en pilulier en plastique (polypropyléne) avec de I'eau MilliQ.

Les cartouches de résine sont réalisées dans des cartouches vides en polypropyléne

Chromabond® de 12 mm de diamétre et 65 mm de hauteur. Une quantité de 1 g de résine est

ajoutée dans les cartouches, puis est tassée entre deux frittés en polyéthyléne sur une hauteur

d’environ 1,5 cm.

Le protocole d’élimination du phosphate appliqué est le méme que celui présenté

précédemment. (Tableau 14)
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3. Hydroxyde de lanthane

Les cartouches d’hydroxyde de lanthane sont réalisées dans des cartouches vides en
polypropyléne Chromabond® de 12 mm de diamétre et 65 mm de hauteur. Une quantité de
500 mg d’hydroxyde de lanthane est ajoutée dans les cartouches, puis est tassée entre deux
frittés en polyéthyléne sur une hauteur d’environ 1,5 cm.

Le protocole d’élimination du phosphate appliqué est le méme que celui présenté dans la partie

carbonate de calcium. (Tableau 14)

E. Meéthode utilisant les nanoparticules dor
1 Dosage de I'arsenic (I1I) par la L-cystéine

La solution mére de L-cystéine 4 mM est préparée dans 'eau MilliQ (9,7 mg + 20 mL HO
MilliQ). La solution de L-cystéine doit étre utilisée dans la journée. Effectivement, en conditions
oxydantes de l'atmosphére et a température ambiante, la L-cystéine forme des ponts
disulfures pour donner de la L-cystine, ce qui fait drastiquement chuter sa réactivité.

Les tests sont réalisés en cuves en quartz, permettant ainsi de photographier la coloration et
d’effectuer une analyse en spectrophotométrie UV-Visible a I'instant t.

Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations en arsenic (lll) dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 15)

Blanc 1ppm 2ppm 5ppm 10 ppm 20 ppm
H20 MilliQ 1342,5pL | 13275l | 13125 pyL | 1267,5 L | 1192,5 L | 1042,5 pL
Cys 4 mM 37,5 uL 37,5 L 37,5 uL 37,5 uL 37,5 uL 37,5 uL
As(lll) 100
opm - 15 L 30 pL 75 pL 150 pL 300 pL
Tampon pH 3 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL
AuUNPs 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Tableau 15. Protocole de dosage de I’arsenic (lll) par utilisation de 100 uM de L-cystéine et de
nanoparticules d’or stabilisées au citrate ou au xylane

2. Dosage de 1'arsenic (I1T) par le mime de PCs

Comme le mime de PCs; n’est pas soluble dans I'eau, il faut d’abord faire une solution dans le
DMSO avant de la diluer dans I'eau. Ainsi, 64,4 mg de mime de PCs; sont solubilisés dans 5
mL de DMSO (20 mM). Ensuite, afin d’avoir une solution mere de 2 mM, 1 mL de cette solution
a 20 mM sont dilués dans 9 mL d’eau MilliQ contenant 3,6 équivalents molaire de TCEP (18,6
mg/9 mL). La solution est une laitance blanche et elle est mise sous agitation. Aprés quelques
heures d’agitation, la solution devient limpide. Elle est utilisée pour les tests de dosage aprés
24 heures d’agitation.

Les tests sont réalisés en cuves en quartz, permettant ainsi de photographier la coloration et

d’effectuer une analyse en spectrophotométrie UV-Visible a I'instant t.
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Le tableau suivant présente en horizontal les différentes concentrations en arsenic (l1l) dosées

et en vertical 'ordre d’ajout des réactifs. (Tableau 16, Tableau 17)

Blanc 1ppm 2ppm 5ppm 10 ppm 20 ppm
H20 MilliQ 1367,5pL | 13525 L | 1337,5 L | 1292 5L | 12175 uL | 1067,5 pL
Mime 2 mM 12,5 yL 12,5 yL 12,5 L 12,5 pL 12,5 pL 12,5 pL
As(lll) 100 15 UL
opm - i 30 pL 75 pL 150 pL 300 pL
Tampon pH 3 20 uL 20 pL 20 uL 20 pL 20 pL 20 pL
AuNPs 100 pL 100 pyL 100 pL 100 pyL 100 pyL 100 pyL

Tableau 16. Protocole de dosage de I’arsenic (lll) par utilisation de 16,67 uM de mime de PCs et de

nanoparticules d’or stabilisées au citrate ou au xylane

Blanc 1ppm 2ppm 5ppm 10 ppm 20 ppm
H,O MilliQ 13575l | 1342,5 L | 1327,5 L | 1282,5 yL | 1207,5 yL | 1057,5 pL
Mime 2 mM 22,5 uL 22,5 puL 22,5 uL 22,5 uL 22,5 uL 22,5 uL
Asgg)mmo i 15 L 30 L 75uL | 150uL | 300 pL
Tampon pH 3 20 pL 20 L 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL
AuNPs 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Tableau 17. Protocole de dosage de I’arsenic (lll) par utilisation de 30 uM de mime de PCz et de

nanoparticules d’or stabilisées au citrate ou au xylane
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Résumé

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a fixé en 1998 la concentration maximale en
arsenic dans I'eau de consommation a 10 ppb (ug/L). Dans le monde, plus de 100 millions de
personnes sont exposées a des concentrations supérieures a 50 ppb. La toxicité,
l'omniprésence et la mobilité de I'arsenic entrainent la nécessité de pouvoir le doser
immédiatement sur le terrain. Il existe actuellement deux méthodes de dosage de terrain
commercialisées. La premiere, onéreuse, est basée sur la voltammétrie (> 7000 €). La
seconde a environ 2 €/analyse se présente sous le format de bandelette. Elle permet la mesure
de teneurs en arsenic avoisinant les 10 ppb, mais nécessite la génération d’arsine (forme la
plus toxique), l'utilisation de bromure de mercure et donne jusqu'a 33% de faux positifs.
L’entreprise Novassay souhaite développer une nouvelle méthode de dosage de l'arsenic
simple, rapide et efficace pouvant étre utilisée directement sur le terrain. Ce travail présente
dans un premier temps, un nouveau protocole issu d’'une optimisation de la méthode dite au
bleu de molybdéne et de lutilisation d’'une membrane filtrante permettant une lecture
colorimétrique sur support solide. Dans un deuxiéme temps, seront présentés les résultats
obtenus sur le développement d’'une méthode de dosage inédite de I'arsenic par I'intermédiaire
de nanoparticules d’or. Dans cette partie, une molécule imaginée a partir de la structure d'un
complexant naturel de I'arsenic sera synthétisée. Les tests de dosage de I'arsenic avec cette
molécule seront réalisés sur deux types de nanoparticules d’'or, les premiéres stabilisées au
citrate, les secondes stabilisées au xylane.

Mots-clés : Arsenic, dosage, colorimétrie, bleu de molybdéne, support physique, bandelette,
nanoparticules d’or, xylane, phytochélatine 3

Abstract

In 1998, the World Health Organization (WHO) set the maximum concentration of arsenic in
drinking water at 10 ppb (ug/L). In the world, more than 100 million people are exposed to
concentrations upper than 50 ppb. The toxicity, ubiquity and mobility of arsenic imply the need
to be able to dose it immediately on the field. There are currently two commercially available
field dosing methods. The first, expensive, is based on voltammetry (> €7000). The second at
about €2/analysis is available in the strip format. It allows the measurement of arsenic
concentrations close to 10 ppb but requires the generation of arsine (the most toxic form of
arsenic), the use of mercury bromide and gives up to 33% false positives. Novassay wants to
develop a new simple, fast and efficient arsenic method that can be used directly in the field.
Firstly, this work shows a new protocol resulting from an optimization of the molybdenum blue
method and the use of a filtering membrane allowing a colorimetric reading on a solid support.
In the second part of this work, the results obtained on the development of a novel method of
dosing arsenic by the utilisation of gold nanoparticles will be presented. In this part, an
imagined molecule from the structure of a natural complexant of arsenic will be synthesized.
The arsenic assay with this molecule will be performed on two types of gold nanoparticles, the
first stabilized with citrate, the second stabilized with xylan.

Keywords : Arsenic, determination of arsenic, colorimetry, molybdenum blue, physical support,
test-strip, gold nanoparticles, xylan, phytochelatin 3



