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INTRODUCTION




Les substances humiques représentent 60 & 80% de carbone organique
dissous dans les eaux de surface. Cette abondance rend nécessaire leur
élimination au cours des traitemehts de potabilisation de l'eau. Les études
entreprises sur ce type de macromlécules ont montré que:

- leur élimination n'est que trés partiellement réalisde au cours
de différentes étapes de traitement de l'eau

- elles constituent des précurseurs de composés organohalogénés
potentiellement toxiques qui se forment lors de la désinfection de l'eau
par chloration

- elles interagissent avec les polluants pour former des complexes
solubles, colloidaux ou particulaires, eux-mémes difficilement
éliminables.

Leur rémanence aprés traitement a conduit les Chimistes & essayer de
préciser la structure et les interactions en milieu hydrique de ces
molécules. Malheureusement, 1'absence de molécule humique de référence a
retard€ cette démarche. Elle nous a conduit & constater, dans le premier
chapitre de ce mémoire, une dispersion des données favorisée par le manque
de rigueur dans l'utilisation des moyens d'investigation analytique.

Le recours & des composés humiques de "référence" (ALDRICE ou
FLUKA) a &té envisagé dans un premier temps. Cependant, la faible
représentativité de tels matériaux ne fait gue contribuer & entretenir une
confusion dans l'interprétation des résultats, certains auteurs allant
méme jusqu'd dénoncer leur utilisation pour des études de caractére

fondamental (MALCOLM et Mc CARTHY, 1986).

Pour ce qui nous concerne, dans le deuxiéme chapitre de ce mémoire,
nous. définissons une démarche analytique qui est appliquée au matériel
humique FLUKA, afin d'apprécier les limites de sa représentativité et de

justifier ainsi la synthése d'un modele humigue nouveau.

Pour cette synﬁhése,_le choix de la molécule de départ s'est fait
en tenant compte des connaissances de base sur la structure des substances
humiques: structure polyphénol qui nous a conduit & une premiére tentative
& partir de l'hydroguinone. Nous décrivons, dans le troisiéme chapitre de
ce mémoire, le procédé retenu et les caractéristiques structurales et

complexantes du matériau obtenu.




Le contréle du mécanisme de synthése et l'importance des
fonctions carboxyliques nous ont amené i reconsidérer le protocole de cette
synthése et & l'appliquer & l'acide gentisiqgue pour l'élaboration d'un
modéle original gue nous caractérisons dans le quatriéme chapitre de ce

mémoire.




CHAPITRE 1

LIMITES ACTUELLES DANS LA CONNAISSANCE DE LA STRUCTURE ET DES PROPRIETES
COMPLEXANTES DES SUBSTANCES HUMIQUES




Le terme "substances humigues" était, & l'origine, employé pour
désigner les matériaux organiques résultant de l'évolution et de la
dégradation des végétaux, extraits des sols & l'aide de soclutions agueuses
alcalines. KONONOVA (1966) propose un schéma d'extraction et de

classification de ces substances suivant leur solubilité & différents pH:
MATERIE]L BUMIQUE TERRESTRE
Extraction alcaline
(pE = 13,7)

SUBSTANCES HUMIQUES

Fraction insoluble
dans les acides

FPraction soluble
dans les acides

(pE = 1)
Fraction soluble Praction insoluble
dans l'alcool dans l'alcool
ACIDES HYMATOMELANIQUES ACIDES HUMIQUES ACIDES FULVIQUES

Cette classification illustre non seulement les différents stades
d'évolution des substances hrumiques, mais également leur différence

d'origine.

1~ RAPPELS SUR LES DIFFERENTES ORIGINES DES SUBSTANCES HUMIQUES

Parmi toutes les hypothéses concernant l'origine des substances

humiques, celles émises par MINDERMAN (1979) sont les plus complétes.

——— - ——— A~ —— . — . ——

La ‘lignine des plantes mortes réagit avec les protéines de la flore

du sol pour donner naissance & un complexe lignoprotéique stable.
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Les microorganismes forment, & partir des tissus végétaux, des

composés polymérisés qui sont libérés dans l'environnement aprés leur mort.




Polycondensation chimique

Les petites molécules issues de la dégradation des tissus végétaux
sont utilisées par des microorganismes comme source d'énergie nécessaire &
leur métabolisme. Il se forme des produits résiduels tels des phénols et
des acides aminés qui, excrétés dans l'environnement, sont soumis a des
oxydations chimiques, des polymérisations et des polycondensations

diverses.

Substances_résultant du métabolisme des plantes
Certaines substances synthétisées par les cellules des plantes ne

sont utilisdes par ces derniéres gqu'en trés petite quantité. On les appelle

"substances du métabolisme secondaire". Ces preoduits, complexes par

définition, s'accumulent dans l'environnement.

Cas des substances humiques d'origine aquatique
Les substances humiques, gqui sont responsables de la ccloration
brun-jaune des eaux de surface (REUTER et PERDUE, 1977) peuvent, soit se
former directement dans 1l'eau par décomposition des microorganismes (partie
autochtone), soit provenir du lessivage et de 1l'érosion des scls (partie

allochtone).

La diversité dans l'origine des substances humiques va se traduire
par une tiés grande variabilité de leur structure. Celle-ci va en effet
dépendre de la végétation, de la population et de l'activité microbiennes,
des conditions d'humidité et de température, des caratéristigues
physico-chimiques des sols, des sédiﬁents et des eaux. Cependant, la
caractérisation des substances humiques aguatigues a surtout été envisagée
du point de vue de leurs interactions avec les micropolluants organigues et
minéraux de l'environnement. Il nous a donc semblé opportun de rappeler
quelles sont ces interactions et les moyens analytiques de leur mise en

évidence.




2- RAPPELS SUR LES INTERACTIONS EN MILIEU HYDRIQUE.

Les substances humigues établissent soit directement, soit par
l'intermédiaire de substances particulaires (argile: kaolinite et
montmonrillonite) des interactions avec les micropblluants organigques
(MALLEVIALLE, 1974; CARLBERG et MARTINSEN, 1982) et minéraux (BUFFLE,
1977). Nous ne rappellerons ici gue celles se produisant en milieu
parfaitement scluble et relatives aux ions mindraux. Nous distinguerons
dans ce domaine, les interactions pouvant s'établir par des sites
spécifiques (la plupart) et conduisant 4 une véritable complexation, de

celles qui résultent des propriétés "particuliédres" a la molécule humique

et se traduisant par une complexation "non spécifique”.

2.1- Complexation des cations métalligques

SCHNITZER et SKINNER (1965) ont mis en &vidence la participation
des groupements fonctionnels carboxyle et hydroxyle dans la complexation
des cations métalliques, par blocage sélectif de ces groupements:

-~ hydroxyle de type phénol et alcool, effectué par acétylation des

substances humigques au moyen de l'anhydride acétique

- hydroxyle de type phénol et carboxyle, par méthylation

-~ phénol.Les substances humiques subissent d'abord une méthylation,

puis les groupements carboxyle sont déméthylés par saponification,

suivie d'une acidification du milieu réactionnel
- hydroxyle et carboxyle par acétylation et méthylation

-~ carboxyle par estérification.

Les résultats de cette étude ont montré que les groupements
hydroxyle de type alcool n'interviennent pas dans la complexation des
cations métalliques alors gque ceux de type phénol et carboxyle réagissent

selon le mécanisme:

O | -]
M2t o M. +2nH
A ————————— l
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Les cations métalligues sont également complexés par l'intermédiaire de

deux groupements carboxyle situés en ortho sur un noyau aromatigue:

Ces deux processus de complexation des cations métalligues par les
substances humiques conduisent & penser qu'il existe deux types de sites
simplés {salicylique et phtalique), par l'intermédiaire desquels se forment
des complexes [substances humiques - cations métalliques]. GAMBLE et coll.
{1970), STEVENSON (1976) et BOYD et coll. (198l1) ont confirmé l'existence
de tels sites en déterminant la variation des constantes de stabilité des
complexes Lsubstances humiques -~ cations métalliques} suivant le degré
d'ionisation des substances humigques, ou en examinant par spectrométrie de
résonance paramagnétique électronique leur liaison avec les ions
métalligues. Les valeurs des constantes de stabilité et la nature des
liaisons sont en effet comparables & celles obtenues pour des composés
organiques présentant des sites bidentates du type salicylate et phtalate.
FRIMMEL et GEYWITZ (1983), en étudiant la complexation du cuivre par des
substances humiques agquatiques, montrent la participation des groupements

fonctionnels oxygénés de type hydroxyle et carboxyle.

2.2- Autres types d'interactions

Les interactions substances humigues - cations métalliques ne se
limitent pas seulement & celles établiés par des groupements fonctionnels
porteurs de l'hétéroatome oxygéne. En effet, la complexité structurale de
ces molécules laisse supposer l'intervention d’'autres processus:

-interaction avec d'autres hétéroatomes, tels l'azote et le soufre
(FRIMMEL et GEYWITZ, 1983; HULJEV et STROHAL, 1983)

h -simple phénoméne de physisorption
- -saturation de la coordinence du métal dans une structure de type
chélate (figure I;). Ceci peut nécessiter le repliement de la molécule,

qui peut alors, dans cette conformation, piéger des cations métalliqugs.

Cette possibilité de déformation de la molécule humigue est tout & fait

o) | o 1
{
i il
~ ‘
n ) OH +nMZ+ S M +ZBH*‘\
| <~ e |
OE ?
5 L 0 &
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compatible avec la théorie de la transformation des colloides hydrophiles
en colloides hydrophobes (LING ONG et BISQUE, 1968). La fixation en
milieu alcalin des cations métalligues par les groupements fonctionnels
carboxylate et phénate, réduit la densité des charges électriques
responsables de leur "étalement” dd aux forces coulombiennes de
répulsion. Il s'ensuit une tendance 2 se "bobiner" et & séquestrer des

cations métalliques.

L

' L
M + e— ' /’ )
4l = L—lM—L 3 M + 2L-L &=/ L~M-L
L 17

Métal M complexé Métal M chelaté

Figure Il : Complexation et chélation d‘un métal M par un ligand
{MALLEVIALLE, 1974)

3- DETERMINATION DES PARAMETRES COMPLEXANTS: METHODES ANALYTIQUES,
APPROCHES THEORIQUES COURAMMENT EMPLOYEES ET LEURS LIMITES

3.1- Définition des paramétres complexants

Les études portant sur les propriétés complexantes des substances
humiques aquatiques vis-a-vis des cations métalliques, traitent
généralement de la détermination de trois parameétres complexants

- la capacité complexante

~ les constantes de stabilité des complexes formés

-~ les sites d'interaction.

La_capacité complexante
Définie par le rapport mole de cation/mocle de ligand, elle se
détermine lorsque l'équilibre entre la forme libre et la forme complexée du
cation est atteint. Il convient donc d'étblir au préalable la cinétique de

complexation.

T i et oo Vo Aour"  wm— —

Elles caractérisent la force de liaison et permettent de distinguer
les complexes stables, des complexes thermodynamiquement labiles. Ici

encore, le préalable cinétique est indispensable.




—— - — — —

Leur nature (groupements fonctionnels) permet de préciser la forme
chimique des métaux. Leur nombre renseigne sur la stoechiométrie des

complexes formés.

Dans le domaine des substances humiques, diverses méthodes
analytiques ont été utilisées dans la détermination de ces paramétres. En
se référant aux travaux de NEUBECKER et ALLEN (1983), on distingue celles
qui font appel & une séparation préalable des espéces chimiques (dialyse,
chromatographie par perméation de gel, échange d'ions) de celles qui
déterminent directement dans le milieu, la concentration en métal libre ou

complexé (méthodes électrochimiques: polarographie - électrode sélective).

3.2~ Méthodes analvtigues non électrochimiques

La dialyse et la chromatographie par perméation de gel sont souvent
combinées & la spectrophotométrie d'absorption atomique pour la
détermination de la concentration en métal total dans chaque fraction. Les
inconvénients inhérents 8 ces deux technigues sont:

- pour la dialyse: le temps trés long nécessaire pour réaliser la
séparation, les grands volumes 4'échantillons, les possibilités de
~rétention du métal sur la membrane

- pour la chromatographie par perméation de gel: les déplacements
d'équilibre entre le métal et le ligand, ainsi que l'adsorption de petites
molécules de ligand, pouvant entrainer une perturbation dans la
répartition des formes libres et complexées des métaux. _

Récemment, BECHER et coll. (1983) ont étudié les performances de la
chromatographie liquide haute performance combinée & la spectrophotométrie
d'absorption atomique. La encore, la t;ille moléculaire relativement
importaﬁte des substances humiques, les phénoménes d'adsorption sur

cclonne, sont les principaux facteurs limitatifs.

La méthode par échange d'ions (VANDENBERG et KRAMER, 1979) utilise
plhs couramment le dioxyde de manganése MnO,, considéré comme un faible
échangeur d'ion minéral. Cette méthode consiste en l'introduction du
MnO, dans l‘échahtillon. Les ions métalliques libres vont s'adsorber

sur MnO,. La constante de liaison entre les ions métalliques libres et




MnO, est suffisamment forte pour lier les ions libres mais pas
suffisamment pour rompre les liaisons métal - ligand. Cette méthode est
applicable méme aux faibles concentrations de ligand. Cependant, ses
limites résident en un échange non linéaire lorsque la concentration en
métal augmente et en l'adsorption du ligand et du complexe métalligue sur

MnOs.

3.3~ Méthodes électrochimigues

La polarographie et la potentiométrie par électrode sélective
permettent la détermination respectivement des concentrations et des
activités en cations métalliques libres. Comme l'a &tabli HART (198l1),
elles possédent les gualités de:

- sélectivité vis-3-vis de 1'élément analysé

- faible limite de détection, permettant l'utilisation dans une

gamme de trés faibles concentrations (1075 - 1078 M)

- rapidité
gui les situent parmi les méthodes les plus performantes dans le domaine de

la détermination des paramétres complexants.
3.3.1- Méthodes polarovgraphiques

O'SHEA et MANCY {(1976) ont montré les avantages de l'exploitation
des mesures polarographiques (figure I, et I3) dans l'étude des

§hénoménes de complexation des métaux par les ligands dissous dans un

" milieu aqueux:

- la mesure du potentiel de pic (Z5) relatif & 1l'élément

W e . - AT WS A S e e W g S S — tw—— — —— —— — . C—_a— ———

analysé. La valeur de ce potentiel de pic permet de différencier pour

—— o —

1'élément analysé, l'état libre de l'état complexé

- la mesure du courant de pic (i,). L‘intensité de ce courant

W DT S S S — - —— — — o~ — — ——

est proportinnelle & la concentration en métal libre au niveau de
l'électrode

- la détermination sxmultanée du potentiel de pic Ep) et du

— —— — ———— > —— ——  w— oo — . ap— o — — — — —— — — . —— o

courant de pic (xp). Ceci permet de distinguer 1l'état libre de 1l'état

——— v . ——— A g—— o——

de complexe labile de 1'élément analysé
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permet de différencier les complexes labiles des complexes non labiles.
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Les technigues polarographigues ccurantes sont la polarographie
classique*, la polarographie différentielle pulsée* et la polarographie

impulsionnelle différentielle & redissolution anodigque*.
3.3.1.1~ Polarographie classique & courant continu

On réalise une électrolyse en appliquant une différence de
potentiel uniformément croissante entre deux électrodes, dont l'une est
impolarisable (électrode de référence), et l1l'autre essentiellement
polarisable, adopte le potentiel qu'on lui impose (électrode de mesure qui
est généralement constituée par du mercure s'écoulant dans un tube
capillaire et qui s'en détache réguliérement sous forme de gouttes
sphériques). On mesure en fonction de la différence de potentiel appliguée,
le courant passant dans la solution supposée contenir un ou plusieurs
éléments oxydables ou réductibles. On trace ainsi des courbes intensité -
potentiel de divers éléments réagissant & l'électrode de mesure, courbes
qui se présentent en forme de vague:

i (uA# | e)“n‘?l.m

13

/

_— ig (courant de diffusion)
Point d'inflexioq,——*"""”
ig

> )

(i-=

4 L 1 J

- - ; 1
8% 900 <950 1000 ~i0%0 <00 iSO =200 «i2%0 -i300
Ek (potentiel de demi-vague) E(mV)

La hauteur des vagues est proportionnelle & la concentration de
1'élément dosé. Le point d'inflexion de chague courbe (potentiel de

demi~-vague) est caractéristigue de l'élément.

* Cf lexigque page 177
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L'égquation générale de la courbe intensité-potentiel s'exprime, en
considérant la réduction d'un élément électroactif MPT 34 1'électrode &

goutte de mercure avec formation d'un amalgame, par:

Mt 4+ n e” + HY gm———=———== M(Hg)

Cette réaction €lectrochimique réversible ressemble a celle de
1l'oxydo-réduction: oxydant + n e~ réducteur.

La relation entre potentiel (E) et courant (i) d'électrolyse
s'écrit: .

RT Kred RT igox - i

E = E + Log + o
© nF Kex nF Log

1 - 1gred

Eqg : potentiel standard de 1l'amalgame

Kreqg @ coefficient de proportionnalité spécifique de 1l'élément
réducteur

Kox : coefficient de proportionnalité spécifique de 1'élément oxydant
igred : courant de diffusion de 1'élément réducteur

igox : courant de diffusion de 1'élément oxydant

R : constante des gaz parfaits

T : température absolue

F : constante de Faraday

n : nombre d'électrons mis en jeu pendant la réaction.

La forme réduite n'étant pas en solution mais dans l'amalgame, igred=0.

Par conséquent:

' {3 0X < 1
RT Kred RT ig.© i
E = B, *+ Log ¥ LOG
nF Rox n¥ <

Pour E=E;/,, potentiel de demi-vague caractéristique d'un élément, on a i

- ~RT Kred
E% = Egq + Log
nF xcx
) RT idqx - i
d'adl E = E;‘i + Log

nF i

=

igox
=
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La polarographie classique peut étre utilisée en analyse
guantitative pour le dosage des éléments amalgamables avec le mercure, &

des concentrations allant de 10”3 & 1076 M.
3.3.1.2~ Polarographie différentielle pulsée

Les conditions opératoires de la polarographie classigue sont
respectées, sauf en ce qui concerne l'application de tension (par

impulsions) et de 1la mesure du courant (en discontinu).

Principe:

Contrairement & la polarographie classique ol la tension est
appliguée d'une fagon continue, en polarographie différentielle pulsée, on
surimpose des impulsions de courtes durédes (60 millisecondes), répétées et
périodiques (1 seconde). La mesure du courant (i) constitué de deux
principales composantes gue sont le courant capacitif et le courant
faradique, est effectude par différence entre le courant détecté & la fin
d'une impulsion (pendant les derniéres 20 millisecondes de l'impulsion) et
le courant détecté avant l'impulsion (pendant les 20 millisecondes qui

précédent 1'impulsion)

o
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Ce procédé permet de réduire l'influence du courant capacitif
(responsable de la faible sensitivité de la polarographie classique) qui
décroit rapidement dans les premiéres 40 millisecondes de l'impulsion. La
limite'de détection en polarographie différentielle pulsée se trouve ainsi

abaissée et atteint des concentrations de 1'ordre de 10~8M.

Par cette technique, les vagues des courbes intensité-potentiel
observées en polarographie classique sont remplacdes par des pics

symétriques. Ils sont obtenus en dérivant deux fois l'éguation:

E = B, + ._.,_.RT Log ldOX_ - i
nk l
dE RT 1 1
= - -
éi aF i igox = 1
é2e RT 1 1
= -
Toai? aF i2 (igox=i) 2
idOX ; d2E :
Pour i = —5~— Wi 0. Pour E = Ej/ qui correspondait au point
"a; .
d'inflexion de la vague polarographique, la dérivée est & son extrem(m

et on peut donc écrire:

di nF nF Koy
—_= = —— i = e —
3E grT T4°% 4RT 0% &

O0x ¢ = concentration de l'oxydant dans la solution car
igox = Koy « Ox 4.
di

dE
dont la hauteur est proportionnelle & la concentration en solution de

Le tracé de = f ( E ) remplace la vague polarographigue par un pic

chacun des éléments analysés:

Pb ca

> ~ ‘ R

0,100 0,300 0,500 0,700 0,900 1,100 1,300 1,500 E (mv)
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3.3.1.3- Polarographie .impulsionnelle différentielle &

redissolution anodigque*

Dans ce cas, une premiére différence par rapport & la polarcgraphie

classique ou & la polarographie différentielle pulsée, réside dans le
principe de fonctionnement de l'électrode de mesure. En effet, 1l'électrode
de mercure ne fonctionne plus en goutte tombante*. Aprés sa formation &
l'extrémité du capillaire, elle reste suspendue durant toute la période

de l'analyse (goutte pendante)*.

Principe:

L'analyse s'effectue suivant trois étapes:
- sous agitation de la solution, la réduction des éléments
électro~réductibles est réalisée & un potentiel fixe appelé potentiel de

pré-&lectrolyse
Mt + n " =—————————p M(Hg)

- aprés arrét de l'agitation, on laisse s'équilibrer le
systéme tout en continuant l'électrolyse

- la redissclution de 1l'amalgame
M(HG) ————————p MOt 4+ 5 e~

s'opére en ramenant lentement le potentiel vers des valeurs positives. Ce
balayage de potentiel s'effectue soit de fagon continue (polarographie ou
voltamétrie de redissolution anodigque* scit en superposant de petites
impulsions & une variation continue (polarographie impulsionnelle
différentielle 4 redissoclution anodigue)*. Lorsgue le potentiel approche
celui du couple Red/Ox: élément électroactif / amalgame {(M/M(Hg)), la
redissolution commence et la mesure du courant est effectuée. )

L'électrode de mesure fonctionne don¢ d'abord comme une cathode

pour_permettre la réduciion des €léments analysés, puis comme anode lors de

* Cf lexique page 177
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leur redissolution. Le polarogramme se présente sous forme de pics comme en
polarographie différentielle pulsée et la limite de détection est de
10-10 y.

3.3.1.4- Applications de la PIDRA

Du fait de son meilleur seuil de détection, la PIDRA est bien
adaptée & la mesure des faibles concentrations des métaux en interaction
avec les substances humiques, la détermination des parameétres complexants
s'effectuant & partir des mesures de variation de l'intensité de courant

(i) et de potentiel de demi-vague (E; /).

3.3.1.4.1- Utilisation de l'intensité de courant de
redissolution anodique (i) pour la détermi-

nation des concentrations en métal libre

En PIDRA, la réaction électrochimigque de 1l'élément électroactif
MP* au niveau de l'électrode de mesure peut étre représentée par
l'équation:

4
" cm————
Mt 4+ noe —_— M(Hg)

Les études réalisdées par SHUMAN et WOODWARD (1973; 1977), reprises
par BHAT et coll. (198l1) , BHAT et WEBER (1982) ont montré que le courant
de redissolution anodigue (sens 2) peut étre considéré comme

proportionnel & la concentration d'un élément électroactif.

i =&.[mf]

Ci’est une constante empirique dont la valeur dépend de la
géométrie de la cellule d'énalyse, de l'efficacité de la redissolution du

métal amalgamé et de sa diffusion dans la goutte de mercure.
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3.3.1.4.2- Utilisation des concentrations en métal
libre pour le calcul de la constante

conditionnelle de stabilité (K')

Dans la littérature, il existe deux types de formulation pour
présenter les phénoménes de complexation. L'un est basé sur la charge
‘anionique du ligand, sans, présumer de la localisation de ses sites
d'interaction avec le métal; l'autre met en jeu la compétition entre le

métal et les protons labiles de certains groupements fonctionnels portés

par le ligand.

— g — —— — — —— V— —g— a— cp—

ZUNINO et coll. (1972), pour déterminer la constante de
complexation de la matiére organique de l'edu vis-a-vis des ¢cations
métalliques, ont proposé une formulation basée sur la charge anicnigue de
la molécule complexante. A l'équilibre, l'éguation chimique de la réaction

de complexation peut s'écrire:

a MZ* + b LY o M, 1,227DY

a,b et z,y : coefficients stoechiométrigques et valeurs absolues des
charges, respectivement du cation métalligue M et de la molécule organigue

complexante L

MaLp22~DBY : complexe anionique ou neutre

La constante conditionnelle de stabilité est:

. EhaLb az-bi]
er+;]a ri yf] b

Si le cation metallique est divalent et si la molécule présente une

charge négative, K' est égale au produit des constantes des deux équilibres

successifs:

MZ; + L7 ML* K [ +]
[w+] [-]

. [m2]

B[]
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‘ !

[ 2] |
L] 1 = m————————————

K' = K'; K'2 E42+]E-'_J2 i

La détermination des constantes intermédiaires K'; , K'p ., ?
... peut étre préférée 4 celle de la constante globale K'. C'est ainsi
que TAKAMATSU et YOSHIDA (1978) ont .appliqué cette formulation pour
déterminer les constantes conditionnelles de stabilité K'; et K'j
dans le cas des complexes du cuivre, plomb et cadmium avec les acides
humigues. '

La concentration en métal totalement libre M2t et la

concentration totale Cy sont liées suivant:

e =[]+ [e] - [
RNl o R R T i
T Ll B

= ——— - xvl.sz

SEe

cy - (2] )
[-W =z ( (:L"j) permet d'obtenir les

| —

Le tracé de la droite

constantes K'j et K's

-fu2+]
T A

KiX2
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Mc KNIGHT et coll. (1983) ont appliqué cette formulation dans le
cas des complexes [acides fulviques—cuivre] et en ayant recours & un

ajustement par la méthode des moindres-carrés.

e e e e S e e e N U Guiy Sy

les protons de groupements fonctionnels

— v — — —

Dans le cas d'eaux de surface, SHUMAN et WOODWARD (1973; 1977),

montré que l'égquilibre de complexation peut s'écrire:
a M + b Lz/—m=——MyLj

: cation métallique (les charges sont omises pour simplificaticn)

M
L : molécule organique complexante.

La constante de stabilité de cette réaction est:

(MaLy)

K =
(M')& (L")b
<M') : activité du cation métallique non complexé par L
(L') : activité de la molécule organique complexante non engagée dans la
réaction de complexation considérée

GMaLé) : activité du complexe formé

Tenant compte des conditions expérimentales (pH, température, force

ionique,...), la constante conditionnelle de stabilité s'écrit:

< [Mal'b]
[wja 2]®

E?aLé]: concentration du complexe

CM']= [M] + [MLI] + [MLIIJ +eoaot E&LNJ : concentration du
cation métallique non complexé par L, et ol Ly, L1y, Lyrys +v-v

Ly reérésentent toute molécule complexante autre que L

[M ]: concentration du cation métalligue totalement libre

[L'] = [L]+ [Hle + [HZL] + el o+ [HnL] + veot [M11]

+ GMIIL] + ... + [MNQ: concentration de la la molécule organique

non engagée dans la complexation de M

—

ont
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[L‘]: concentration de la molécule organique libre

M1, My, M77, ...+ My : catiomns ﬁétalliques autre que M,

faiblement liés & la molécule organique et déplacables par ce dernier
pendant la complexation

n: nombre de protons liés & la molécule organigue et susceptibles d'étre

substitués par un cation métallique M pendant la réaction de complexation.

Selon ce qui précéde et aprés avoir explicité les concentrations
des éléments qui entrent dans l'expressibn de la constante conditionnelle
de stabilité, on peut observer gque la réaction de complexation consiste
surtout en un échange ionique compétitif entre un cation métallique et un
proton labile porté par la molécule organigque.

Pour déterminer cette constante conditionnelle de stabilité, deux
méthodes, basées sur des représentations graphiques, sont généralement
utilisées:

- la méthode de SHUMAN et WOODWARD (1973; 1877) qui utilise la

variation de la concentration en métal libre mesurée par l'intensité du

courant .
i= 5-[:4'_-]
Cm = [M'] + a [ﬁaLé]= concentration totale en métal
Cy = fL'] + b [@aLélz concentration totale en ligand

K'

e -¢)
2

=(:_5_ [CL_E(CM-Si')]b

(Cy - 2 )

(5 e

Pour des complexes de stoechiométrie l:1 XK' =

+
O~ -
—J

La courbe i = f ( Cy ) présente deux parties distinctes:
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On

~~-J

TR T

- une premiére partie ol le cation métalligque se trouve totalement

complexé,

CL>CM

[m] - T oy <o
L'expression de la constante conditionnelle de stabilité du complexe formé

se réduit &:
Cu ' S Cm

(é.) (Cp - Cy) K’ (Cp - Cy)

Cette partie de la courbe de complexation peut étre obtenue en tragant

i= £ ( Cy ) qui est une droite de pente égale & é
CL - Cu. K
- une deuxiéme partie ol la concentration du cation métallique est

plus importante que celle de la molécule organigue complexante
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Cum >> Cg

Le courant i vaut alors 5.(CM - Cyl. Speut étre obtenu par la
pente de la courbe i = f ( Cy ) dans cette deuxiéme partie.

On peut ainsi, & partir des valeurs des pentes, déterminer aisément
la valeur de la constante conditionnelle de stabilité K'.

Les deux parties de la courbe de complexation i = £ (Cy) sont
séparées par une cassure pour une valeur Cy = Cp qui représente la
capacité complexante du ligand organigque.

Récemment, cette méthode a été utilisde par GIANNISSIS et MARTIN
(1984) dans le cadre des complexes entre l'acide humique Fluka et le

cuivre.

- la méthode de RUZIC (1982) applicable & des complexes de

stoechimétrie 1l:1

)
(] [

Lp = [L‘] + [MLJ : concentration totale de ligand pouvant complexer le

métal M

L' : concentration de la molécule complexante libre
My = [M'J + @m] : concentration totale du cation métallique
[M‘q :concentration du métal libre

[ML] : concentration du complexe formé

o . —Lwm]
(] 1xg - ]

* (el - © Q[T =[]
o [MJ e = [m]asx [w])

R R

E K" Loy K' Lo K' Lo Lo
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(o] s (]

d'oun P~
M -

M' =
Le tracé de My - Mmoo £ ([M;]> donne une droite qui permet la

détermination de la constante conditionnelle de stabilité K' et le calcul

de la capacité complexante.

[*']

Cette méthode est souvent employée dans la détermination des
capacit€s complexantes et des constantes conditionnelles de stabilité des
complexes formés entre les substances humiques dissoutes dans les eaux

naturelles et les ions métalliques (EL MEDNAOUI et coll., 1984; FISCHER et
coll., 1984).
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3.3.1.4.3~ Utilisation du potentiel de demi-vague
(E; /) pour la détermination de la

constante conditionnelle de stabilité (K')

Le pcoctentiel de demi-vague n'est pas une constante mais une
caractéristique qui dépend entre autre, de l'engagement du cation dans une
espéce chimigue particuliére, de sa relative stabilité€ lors de l'analyse
polarographique (complexe électrolabile). LINGANE (1935) a été le premier &
utiliser la variation du potentiel de demi-vague (El/z) pour quantifier
les phénoménes de complexation. En effet, pour un élément guelcongue, la
variation du potentiel de demi-vague E; /p relatif 4 son état libre ou
complexé, est relide & la constante de stabilité et & la concentration de

la molécule complexante, par la relation:

-

RT RT
AB;, = (EBy) libre = (Ex) complexé = 2,303 — log R' + J.2,303 — log Cp
nF nfr
X' : constante conditiocnnelle de stabilité du complexe formé

j : nombre de sites de complexation de la molécule complexante L
n : nombre d'électrons mis en jeu
Cy : concentration totale de la molécule complexante

F : constante de FARADAY.

Le tracé de la courbe &E; /o = £ (log Cp) donne une droite
dont la pente permet d'obtenir le nombre de sites j de la molécule
complexante et l'ordonnéde & l'origine, la constante conditionnelle de

stabilité K'.
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A (av) ¢
2,303 RT i
n

g

log (Cy)

Cette variation de potentiel a été observée par WILSON et coll.

(1980) et CORRALES (1984) en effectuant le dosage du cuivre par les

substances humigues, sans que l'exploitation de.la méthode de LINGANE ait

été envisagée. Par contre, ERNST et coll. (1975) ont appliquée cette

méthode pour déterminer les constantes conditionnelles de stabilité des

complexes du cuivre et du plomb avec les acides humiques. Le cuivre forme

des complexes plus stables que le plomb. GIANNISSIS (1986) a obtenu par

cette méthode, une constante conditionnelle de stabilité de

2.107m"1 pour le complexe formé entre l'acide humique FLURA et le

cuivre. Mais c'est surtout dans le domaine des complexes minéraux que cette

méthode trouve son plus grand champ d'application. Ainsi BILINSKI et coll.

{1976)

ont montré que les carbonates de plomb et de cuivre, qui sont les

espéces minérales solubles les plus fréquentes dans le milieu aquatigque

naturel, ont une stabilité proche. Par contre, les carbonates et hydroxydes

de zinc et de cadmium sont de faible stabilité.

Cependant l'application de 1l'éguation de LINGANE nécessite que

certaines conditions soient remplies:
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- le coefficient de diffusion du complexe formé doit étre le
méme que celui du cation métalligue

- le complexe obtenu doit é&tre électrochimiquement labile

- au sein de la solution il ne doit pas y avoir de gradient de
concentration en molécule complexante

- la réduction du cation métalligue doit étre électrochimigquement
réversible

- un seul type de complexe doit exister dans la gamme de

concentrations en ligand.
3.3.1.5- Limites d'utilisation des données polarographiques

Si les méthodes polarographiques présentent de nombreux avantages
dans la détermination des paramétres complexants, l'exploitation des
données qu'elles fournissent, relatives & l'intensité du courant et au
potentiel Requ d'un cation métallique étudié, ne doit cependant étre
envisagée gu'apreés avoir respecté rigoureusement guelgues conditions
opératoires. En effet, de nombreux travaux récents ne cessent de faire état
des facteurs limitatifs des méthodes polarographiques. Le non respect de

ces facteurs invalide trés scuvent les résultats expérimentaux.
3.3.1.5.1- Modification de la force ionigue du milieu
Une modification des caractéristiques du milieu d'analyse
entraine des variations de potentiel et d'intensité du tracé
polarographique. KOLTHOFF et LINGANE (1952) ont montré que ces variations
dépendent de la force ionique I du milieu, définie comme:

I =222 Cy
1 1 py

zj: charge d'un ion i

Cj: concentration de l'ion i

L'équation chimique de la réduction & l'électrode d'un ion métallique

MRt &gt

ME* + noe” > M(Hg)
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Si cette réaction est réversible et trés rapide par rapport & la vitesse de
diffusion des ions métalliques de la solution d'analyse vers la surface de
la goutte de mercure, cette derniére peut étre assimilée & une €lectrode
polarisée. Ce type particulier de polarisation est appelée "polarisation de
concentration". A chaque point de la vague polarographique, le potentiel

d'électrode peut s'écrire:

, RT Ca fa
E=E, - — Log " .
nF agg Cs fs

C®; : concentration de 1l'amalgame formé & la surface de la goutte de

mercure

C°¢ : concentration de l'ion métallique réductible & la surface de la
goutte de mercure

f4 @ coefficient d'activité de 1l'amalgame

fg : coefficient d'activité de l'ion métallique

agg : activité du mercure dans l'amalgame

E°, : potentiel standard de l'amalgame.

Puisque l'amalgame contient trés peu de métal, agg peut étre prise

comme égale & l'activité du mercure pur, donc assimilée & une constante.

RT Ca £a
E = EE - = Log
nF c°s e i
ot £=15°, + RT Log amg
nF

Etant donné gue les ions métalligues atteignent 1'électrode de
mercure uniquement par diffusion (dans le milieu d'analyse il existe un
excés d'électrolyte support), la relation gui lie le courant & la

concentration de l'ion métallique peut s'écrire:

i=kg (Cg - C°)

Cg : concentration totale de l'ion métallique dans la solution

d'analyse.

kg : coefficient de proportionnalité.

o B R G s
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C°g diminue lorsgue le courant augmente. A la valeur maximale du

courant de diffusion ig, C°g est trés petit et négligeable devant Cg,

id = kg-Cg , |
: ; ig - i
o - _ i _ ig -1 d
C’s = Cs Kg . = Cs - ‘
S i3
|
ig Ce l
P o e © — — i
Pour i = > r Cg = >
i !
D'autre part , C° = ol
ka

ky est un coefficient de proportionnalité gui dépend de la diffusion du %
i
métal réduit dans l'amalgame. |

RT £. k RT i )
a ~s
E = E. - = Log , - ™ Log
aF £g ks nF ig = 1 l
Le potentiel de demi-vague est
RT £a kg
E;,=€-‘— Log
nF £g kg
. 0,0591 i
d'cut 2 = Ey - log |
n ig =1 }

Ces relations montrent gue le potentiel de demi-vague Ej /)

dépend du coefficient d'activité f, du métal dans l'amalgame et du

coefficient d'activité £g de l'ion métalligue dans la solution
d'analyse. f, est pratiquement égal & 1 car l'amalgame formé sur la {
goutte de mercure est en trés faible quantité et fg << 1 en raison de i
l'électrolyte support. La plus ou moins grande valeur de £ dépendra f
donc de la valeur de la force ionique I du milieu d'analyse, dont les 5
variations entraineront inévitablement des modifications du potentiel de

demi-vague. La position des polarogrammes est donc bien lide & la force



ionique du milieu d'analyse.

Ceci montre que la méthode de dosage complexométrigue par ajout
dosé, proposée par certains auteurs (EL MEDNAOUI et coll., 1984; CORRALES,
1984), ne peut étre envisageable que lorsque 1'électroclyte support du
milieu d'analyse a une force ionigue suffisamment élevée pour gque ies
ajouts métalliques ne la modifient pas. Il convient donc de choisir la
force ionigue de telle fagon gu'un compromis soit trouvé entre l'absence de
complexation de la part de l'électrolyte support et la constance de cette

force ionigue au cours de l'analyse.

3.3.1.5.2- Existence de phénoménes d'adsorption au

niveau de l'électrode

De nombreux travaux ont montré que l'électrode de mesure est
souvent le sidge de diverses réactions qui entrainent des perturbations
des mesures polarographiques. BREZONIK et coll. (1976), BUFFLE et GRETER
(1979) ont montré que les valeurs de potentiel et du courant anodique
étaient perturbées par la présence de composés organiques dissous. Les
perturbations sont dues & l'adsorption de ces composés sur l'électrode de
mesure. Elles se manifestent par une augmentation de l'intensité du courant
anodique, des déplacements des potentiels vers des valeurs positives et des
élargissements des pics. Les modifications causées par ces phénoménes
d'adsorption sont souvent irréversibles, et provoquenf de ce fait une
surestimation de la concentration du cation métalligue libre et une
sous-estimation de la constante de stabilité du complexe formé.

Ces études montrent nettement la nécessité de vérifier l'absence de
phénoménes d‘'adsorption au niveau de l'électrode. CORRALES (1984) a étudié
ces phénoménes dans le cas de l'acide humique FLUKA en analysant les
courbes d'édlectrocapillarité (tension interfaciale en fonction du potentiel
appliqué & l'électrode & goutte de mercure), avant et apreés solubilisation
de différentes concentrations de ligand. Les courbes paraboliques demeurent
parfaitement symétriques et superposables jusqu'a une concentration de 500
mg.l'l en acide humique FLUKA, et prouvent d'aprés l'auteur, l'absence
des phénoménes d'adsorption.

- Cependant, une telle vérification ne constitue pas une preuve
définitive. En effet, ces courbes obtenues lorsque l'électrode de mercure

fonctionne en goutte tombante* établissent seulement 1'absence d'adsorption

* Cf lexique page
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lorsque le temps de contact entre la goutte de mercure et le ligand ne
dépasse pas quelques secondes. Lorsque ce temps de contact se prolonge
{(quelgues minutes lorsque 1'électrode fonctionne en goutte pendante*), on

ne doit pas négliger l'intervention de tels phénomeénes.
3.3.1.5.3- Perturbation du courant d'dlectrolyse

Influence du pH

La valeur du pH du milieu d'analyse doit étre maintenue constante
durant toute 1'expérience. En effet, WAHDAT et NEEB (1983 ) ont observé
gqu'a pH=2 l'intensité du pic relatif & un cation métallique est plus
importante gu'ad pH=4,5 tandis gue QUENTEL et coll. (1986), en étudiant
1'influence des substances organiques dissoutes sur le dosage du plomb en
milieu marin, ont montré que l'intensité du pic de courant est plus faible
4 pH=1 qu'a pH=2. Ceci limite les études de lﬁ spéciation des métaux én
fonction du pHE et compromet les résultats acquis dans ce domaine (FLORENCE,
1977).

Influence du caractdre tensioactif du ligand
JACOBSEN et LINDSETH (1976) ont montré que la détermination des
concentrations des métaux en polarographie, dans un milieu contenant des
composés tensioactifs (surfactants) peut conduire & des résultats erronés.
CISZEWSKI et LUKASZEWSKI (1983) ont étudié 1l'influence de la

n-nenylamine, de la di-n-hexylamine, du chlorure de tétrabutylammonium et

du bromure de cétyltriméthylammonium, qui sont des surfactants cationiques,

sur l'intensité des pics polarographiques du thallium, du plomb, du
cadmium, de 1'étain et de l'indium. Celles du thallium, du plomb et du
cadmium diminuent tandis que celles de l'indium et de l'étain peuvent soit
augmenter, soit diminuer trés fortement.

BEVERDIDGE et PICKERING (1984) ont signalé gue les surfactants de
différement chargés tels gque le chlorure de diméthylammonium,
l'alkylbenzéne sulfonate de sodium et l'octadécylamine éthoxylate de
sodium, provoguent une augmentation de 20% d'intensité du pic de cuivre,
10% pour le plomb, mais une suppression de la réponse du cadmium.
Contrairement & CISZEWSKI et LUKASZEWSKI (1983), ces auteurs n'observent

pas une relation entre le type de surfactant et les modifications de taille
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des pics.

En ce qui concerne les substances humiques gui sont également des
composés tensioactifs, seuls les travaux de KOZARAC et coll. (1986) qui ont
montré 1'influence de ces molécules sur la réduction du cadmium. Les
substances humiques ont un effet inhibiteur sur l'intensité du pic du
cadmium, dépendant de leur concentration et du pH du milieu d'analyse. Ces
auteurs insistent sur 1'importance de ce probléme dans les études de

spéciation des métaux traces dans les eaux naturelles.

3.3.1.5.4~ Importance du choix du potentiel de

préélectrolyse

FIGURA et McDUFFIE (1979; 1980) montrent que l'utilisation 4'un
potentiel d'électrodéposition trop négatif peut causer la réduction directe
de complexes normalement non labiles du cadmium, plomb, cuivre avec l'EDTA.
Ainsi, pour le complexe[Cu—EDTAZ{, on observe un signal lorsque
1'électrodéposition s'effectue & E= -0,6V alors gue ce signal est presque
inexistant a BE= -0,2V.

Le choix du potentiel d'électrodéposition sera donc trés important
pour la détermination des paramétres complexants et la mise en évidence du

caractére électrochimiquement labile de complexes humiques.

3.3.1.5.5~ Non respect de la cinétique de formation du
complexe
La détermination des paramétres complexants sans définition
préalable du temps nécessaire au bout duquel l'équilibre entre la forme
libre et la forme complexée d'un cation métallique est atteint, conduit
inévitablement & des résultats inexacts. C'est malheureusement le cas dans
certains travaux ou, sans données expérimentales sur la cinétigue de
complexation d'un cation métallique, les paramétres complexants sont
déterminés en se basant arbitrairement:
- soit sur un temps de contact bref (5 minutes & une heure) entre
cation métallique et molécule complexante (CHAU et LUM-SHUE-CHAN, 1974),
i - soit sur un temps de contact "relativement" long (48 heures)

(TAKAMATSU et YOSHIDA, 1978).
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Il apparait que: .

- le préalable ciaétigue ast presgue zoujours ignoré

- le nitrate de potassium (RNQ3) est généralement rstsnu comme
dlectrolyte support, mais dans une gamme tras €tendue de Iorce ionigue
(1073 M a 107t w).

- les potentiels d'électrodéposition a1e sont jamais justifié (ai en
fonczion du ligand, ni en focnction du cation).

Il en résulte gue les valsurs ces constantes de stabilité des
cemplaxes varient suivan®t le pE duy milieu d'analyse, la nature de la
aolécule complaxants, du métal et de la métiode de traitement de données.

Caci zend tras délicate l'exploitation comparde de ces Sonstantes.
3.3.2- Méthode potentiométrigue par électrode sélective d'un ien

L'élecmrode sélactive d'un icn (E2SI) est une technigue

électrochimique qui, comme la polarographie, a2st sensible & l'lon lildre de

l'élément dtudid

La diffusion de cet ion au travers la membrane qui limite
sélective, provogue l'apparition d'une difiérence de poteantial avec la
sclution analysée.

Cette différence de potentiel est donnée par l'éguation suivante:

E= Epgs * B'rés * En
Ergs + E'pgg = constante

a
N = E, - E; =-RL log =2
En 2 1 =5 ”
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Scluticn

Membrane
Ez/

E; : Potentiel de

E, : Potentiel df

Ep : Potentiel mesuré

la solution interne de 1l'électrode, d'activité aj

& .ta. sélution analysée d'activité ap

R : Constante des gaz parfaits

: température absolue-

n : nombre d'dlectrons mis en Jjeu pendant la réaction redox

L'emploi de 1'électrode sélective est basé sur la mesure de l'activité de l'ion

interne(E' pgf)

interne

3]

libre.
£ Rppareil de mesure
Electrode , Electrode de
' e ets—— aifprm——
sélective référence
Elément de référence > Elément de référence externe

(Eréf)

e

el

Solution & analyser
{activité ap)

| ——

Agitateur

M ——————

Cette méthode, d'une mise en oeuvre trés rapide, est trés largement

employée pour la détermination des paramét

res complexants des substances humigues.
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3.3.2.1- Détermination des paramétres complexants

3.3.2.1.1- Capacité complexante et constante de

stabilité pour des complexes 1:1

RAMAMOORTHY et KUSHNER (1975) ont utilisé des électrodes sélectives

pour déterminer la capacité complexante des eaux de riviére contenant des

substances humiques, vis-&-vis du mercure, du plomb, du cuivre et cadmium.

La constante conditionnelle de stabilité est calculde suivant l'équation:

Le calcul de cette constante conditionnelle de stabilité est rendu possible

en supposant que les complexes formés entre les molécules organigues et les

cations métalliques sont de stoechiométrie l:1. Ce qui raméne l'expression

précédente & la forme:

[éation métallique lié]

[éation métalligue non lié] [?omposé organigue non lié]

Les valeurs des capacités complexantes et des constantes de stabilité des

complexes,

sont données ci-dessous

METAL CONSTANTE DE STABILITE CAPACITE COMPLEXANTE
(M~1) (M)

Hg 1,25 £ 0,46 x 108 5,5 x 1073

Pb 8,88 £ 3,8 x 103 1,9 x 1075

Cu 5,01 * 1,58 x 103 2,54 x 1073

cd h 4,69 ¥ 0,9 x 103 5,4 x 1078
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3.3.2.1.2- Constante de stabilité pour des complexes

faisant intervenir un nombre moyen de sites

BUFFLE et coll. (1977) admettent l'existence de complexes

{,—substances humiques-cations métal-liques] de stoechiométrie l:1. Dans cette

hypothése, 1l'équation chimique de réaction de complexation s'écrit:

o] []-
] o]

E”Z{{ total =CM2*’J + [mz-a

Si on désigne par: ’Epstitre pondéral, )A= masse molaire du ligand,

1

la conservation de la matiére du point de vue.

(GpL) total [_Lax‘] . LMLZ-’J
M D )

avec (ZPL) = titre pondéral de la matiére organique L

D = nombre moyen de sites de complexation

En combinant les relations précédentes, on trouve

( pL) total . Q 2-\1_1(«_ . ~M\’ [H-P]x . 3{ B
) E‘z+,] total X -1 Y Y K’ EM2+]total

[M2+j total
[M2+]

En tragant la courbe Y = £ (

Y

avec & =

——;—-—) qui est une droite dans le cas des
[M ]total
complexes l:1, la constante conditionnelle de stabilité K' et la masse

molaireJ{ du ligand, peuvent étre obtenues:
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3.3.2.1.3~ Constantes de stabilité pour des complexes

faisant intervenir des classes différentes

de sites

La complexation du cuivre par les acides fulvigues a été étudiée
par BRESNAHAN et coll. (1978) & l'aide de 1l'électrode sélective. L'éguation

générale de la réaction est:

Cu + Fa > CuFA (les charges sont omises pour

-

simplification).

La constante conditionnelle de stabilité du complexe est:

o [ cu Fa_)
[Cu] ( [FA] - [Cu FAJ )

[Cu] : concentration du cation libre ou hydraté
[bu?é} : concentration du complexe formé
[FA] : concentration totale des acides fulvigues.

- Ces auteurs n'ont pas déterminé la constante conditionnelle de ‘
stabilité K' du complexe formé. Ils ont appliqué la théorie de SCATCEARD
(1949) et coll. (1950) (gue nous développerons dans le chapitre II
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paragraphe 2.3.2) qui permet de calculer les constantes de stabilité

relatives & chaque classe de sites complexants:

Si i est une classe particuliére de sites complexants des acides
fulviques, K;' la constante conditionnelle de stabilité relative a
cette classe et nj; le nombre moyen de ces sites, on peut écrire:

——
.

P TR B Gk
[Cu] * Q PR [FA]

En tragant la courbe ;0 = f (D), on obtient:
u

- soit une droite, quand il existe une seule classe de sites. Dans *

ce cas, la détermination des paramétres complexants est simple car, gquand

i 0'26 . [cv]

= n; et la pente de la droite nous donne une valeur égale & -K'y
- soit une courbe, quand il existe plusieurs classes de sites. Dans
ce cas, ces classes sont réparties en groupes de nombre moyen nj,
nz,..., et des calculs permettent de les déterminer, ainsi que leurs
constantes conditionnelles de stabilité correspondantes K'j, K'2, ...
3.3.2.2~ Limites d'utilisation de l'électrode sélective

d'un ion

Contrairement 4 la polarographie, rien au travers des travaux
publiés ne permet de supposer une perturbation de la lecture du potentiel
sous l'effetréu pE ou du pouvoir tensioactif des substances humiques. La
modification de la force ionique peut cependant perturber les égquilibres et
surtout, provoquer des modifications de potentiel. Ainsi RECHNITZ et KENNY
(1970) lors du dosage du cuivre, ont observé que la présence d'acide
nitrilotriacétique (NTA) provoquait une diminution du potentiel initial a
pH constant. BHAT et coll. (198l1) ont observé également une diminution du
potentiel initial lors du dosage du cuivre en présence d'acides fulviques.

Cette modification n'a pas été prise en compte par TAKAMATSU et
YOSHIDA (1978) alors gue les concentrations en acides humigues variajent de
0,2 & 5g.1"1. Une autre critique peut étre émise concernant cette
étude. En effet il a été procédé au calcul de la concentration de ligand
libre & partir de valeurs de pK, préalablement obtenues en 1l'absence de

cation complexable alors qu'il est bien établi que la complexation modifie




les pK,. Cette modification est d'ailleurs mise & profit dans la
méthode de SCHWARZENBACH (1950) pour la détermination des constantes de
stabilité.

Aucune de ces remarques n'apparait dans les travaux publiés
jusqu'a présent, les auteurs ne se contentant que de faire état des

critfques concernant l'appareillage.

Le "vieillissement” de 1'électrode
Il est a0 & l'altdration de l'électrolyte support et/ou de la
membrane. Il entraine une variation continue du potentiel normal
(quelques millivolts par mois) et diminue la sensibilité de l'électrode

(BUFFLE et MALLEVIALLE, 1974).

Le temps de réponse
Il dépend de la concentration de l'ion & analyser. Ce temps varie
de 1 & 5 minutes pour des concentrations supérieures a 1073 M et de 10

4 15 minutes pour des concentrations inférieures a 1073 M.

——— e - —— A w— - o my - -

En milieu naturel, la médiocre sensitivité (1075 M - 1077 M
selon le type d'électrode) (BUFFLE et MALLEVIALLE, 1974; BUFFLE et GRETER,
1979), ainsi que les nombreuses inteférences, limitent l'utilisation de
cette technique pour la détermination des paramétres complexants.

Pour remédier 4 la médiocre limite de détection, SAAR et WEBER
(1979; 1980) proposent de remplacer la méthode graphigue d'étalonnage par
un traitement algébrique. En effet, quand la molécule complexante est
absente du milieu d'analyse, les réponses de l'électrode peuvent s'écrire

sous la forme d'un polyndme:

n
log [sz] = EE: a; (mv)i
1=0

!sz] : concentration du métal libre
mv : potentiel mesuré & l'électrode sélective
a; : coefficients de regression du polyndme

n : ordre du polyndme.



Une matrice de transformation est établie qui permet de calculer la
concentration en cation métallique libre & partir de chaque valeur de
potentiel lu apreés ajout d'acides fulvigues.

Cependant ces auteurs ne tiennent pas compte de la modification de
la force ionique qu'entraine obligatoirement l'introduction du ligand. La
matrice précédemment définie dans le milieu d'étalonnage, n'est donc pas

transférable au milieu contenant les acides fulvigues.

3.2.3- Variabilité des conditions et valeurs expérimentales

Comme pour la polarographie, nous avons recensé tableau Iry les
valeurs des constantes et des conditions d'analyse publiées.

On observe que:

- les auteurs choisissent en général une force ionigue relativement
élevée (0,1 M) et ils n'observent pas de préalable cinétique pour
l'établissement de 1l'éguilibre

- la variabilit€ observée dépend essentiellement du pH et du mode
de calcul et non des différences de force ionique

Il est intéressant d'observer dans le cas de complexes [acides(
fulviques des eaux-cuivre] (STERRIT et LESTER, 1984) qu'il existe un
rapport de l(é 10 dans les constantes de stabilité établie en polarographie
(cf tableau Iy) et par électrode sélective. Cette différence est
certainement & rapprocher avec une destabilisation des complexes lors de

l'analyse polarographique.

Ainsi dans un domaiﬁe aussi vaste et complexe que celui des
interactions avec les substances humiques en milieu hydrique, 1l'absence de
caractérisation semble prévaloir, du fait d'un manque de rigueur dans
i'application et l'exploitation des méthodes d'analyse. Malgré cet état
d'imprécision, la recherche de modélisation des interactions est une
démarche qui a déja été entreprise (BOURG, 1979). Mais en la circonstance,
l'accent a peut-étre &été trop mis sur le comportement du cation
métallique et pas assez sur celui du ligand. Une meilleure caractérisation
structurale du ligand nous parait étre indispensable. Il nous a doncC
semblé nécessaire de rappeler les connaissances concernant la composition
structurale de substances humiques qui ont conduit & différentes tentatives

de modélisation.
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Complexe Porce iomique et Préaiable cisstique Capstantes de scasilitéd
toemd sature de pl -t ot mitiodes de ML dzancus
1'dlectroiyte smpport Tamps de é ciom
SHE - Gu Tl A TMeNOy) 3 8.0 aa X « 2.63.209 1y WPPLE ot Coll. (1977
APs - Cu . H . - x = 0%
. . 3 . . %« 1,99.109
APS - Po . H) . . €. 126,004
. ° 3 . . x e 3,980,107
APS - Cu 0.1 X (XNO3} & . . £y = L.408 > BRESNAHAN et Coli. (1978)
Ky = 6107
. H . . Ky » lo®
£y » 12.109
. A . B %y o 4105
£y - 9.103
AFE - Cu . [ . . Ky v 13.105
X3 = 7.103
. 5 . . Ky « 9.10%
%+ $.109 :
« P . . zy = 3.30%
&g = l0*
AEB - Cé 0,1 X (MaON 0.05M={ 6,23 a.0 48 neures Ky » l.d.lot ¢ TAKAMATSD ot YOSHIDA (1978)
NaC104 0.3 M1 £y = 3.5.107
5036 . . Xy = 7.8.109
Xy * 2.2.109
€2 . . Ky = 3.309
Xy = 1.7.109
APS - ca 0.1 » (XMOy} 8 8.0 nad % » 43.109 ® SMR et WEEER (1979)
. L) . . K e 21.108
. ‘ . . £ » 12.209
. H , . X~ 6.3.200
. 4 . . 1. 1,7.108
arg - cd . s . . % - 12,209
. 1 . . K- 3, 209
. 6 . . X o 4,800
. H . . % e 3,308
. . . . X e L,4.100
sae - ¢4 a.s s 2.0 a.i Xy » 6,785,105 3 ALBERTS et GIZSY (1983}
£y = 1.35.10°
X - G . H : . Xy s 3.31.108
&3 = 7.76.204
sug - . s . . Ky ¢ 1.23.10%
£g = 104
AP - Ca 0,001 X (XNOs) 6,28 8.0 a.t xy = to¢ e e KNIGET et Cail. (1963)
Xy = S.01.307
%y = 7.54.107
are - Cu 0,01 m (XNO3) 6.5 n.o 24 heures Xy = 3.16.106 4 STERRIT et LRSTER (1984}
Ky = 1280408
. . . . % » 107 .
Xy * 2,51.205
ArT - ce . . 4 . Xy = 5.0L.10% 4
Ky = 6.31.109
. . . . £y » 1,38.105 o
K: » f.n
arT - M . . . . K s 199,208 ¢
Xy » 2.51.i0°
. . . . Ky v 99,208 o
Ry v 7.94.30%

Tableau III: Conditions d'analyse st constantes conditionnelles de stabilité de quelques complexes substances

cation métallique

en potentiométrie (électrode sélective d'un ion ESI)

Détermination selon la méthode de :
(1977
b} SCATCEBARD (1949 :

a) BOPFLE et Coll.

¢} ZUNINC et Coll.

d) SCHUMAR et WOODWARD

e) RUZIC (1982)

A.i. : non indiqué
n.o. : non observé

1950)
{1972}
(1973 ; 1977

AFE : Acides fulviques extraits des eaux
AFS : Acides fulviques extraits des sols
SHE : Substances Numiques extraites des eaux

humiques-
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4~ RAPPELS SUR LA COMPOSITION STRUCTURALE DES SUBSTANCES HUMIQUES
Une analyse des résultats présentés dans la littérature conduit a
observer l'existence d'éléments structuraux communs, et d‘'autres

caractéristiques des milieux d'origine.

4.1- Eléments structuraux communs

La technique de dégradation chimiqué utilisant d'une part, des
réactifs oxydants tels que le monoxyde de cuivre en milieu alcalin
(SCENITZER et KHAN, 1972), l'acide peracétique (SCHNITZER et SKINNER,
1974), le permanganate de potassium (KHAN et SCENITZER, 1971; SCHNITZER et
ORTIZ DE SERRA , 1973; LIAO et coll., 1982), et d'autre part, des réactions
d'hydrolyse alcaline (NEYROUD et SCHNITZER, 1975; LIAO et coll., 1982), a

permis l'identification de certaines molécules:

OH
H
OH g
~ 1,2 benzéne OH
Dihydroxy enzen Dihydroxy- 1,3 benzéne
COOE COOH COOH

jog E‘;L o
5 mo HO oM
OH

Acides dihydroxy- 2.5, 3,4 et 3,5 benzoigues

COOH | HEO

ocH, OCH,
OH OH

; droxy~6 méchoxy=3 ;
Acide by 7 HBydroxy~4 mécthoxy-3 benzaldéhyde

i (acide vanillique)
e (vanilline’

De plus en plus, on substitue aux méthodes de dégradation chimigue, non

quantitatives, les techniques classiques d'analyse physico-chimique.




Les &tudes effectuées par spectrométrie infra-rouge (BAILLY, 1974;
RUGGIERO et coll., 1980; TORRI et TORRI, 1986) ont révélé l'existence des
groupements fonctionnels:

~ hydroxyle de type phénol et alcool

~ carbonyle de type aldéhyde, cétone et/ou quinone

- carboxyie

~ amine ou amide

- des noyaux aromatiques ou des chaines carbonées aliphatiques et
ramifides ou linézires, insaturées ou non.

lLa spectrométrie de résonance magnétigue nucléaire (RMN) du proton
a permis & RUGGIERO et coll.(1980), HATCHER et coll.(1981l), TORRI et TORRI
(1986), d'identifier des protons aliphatiques et aromatiqgues (figure
I4) malgré le comportement paramagnétique des substances humiques,
pendant que MIKITA et coll. (1981), WERSHAW et coll. (198l) ont identifié

des atomes de carbone aliphatigque et aromatigue par RMN 13¢,
HOD

. :CHZ CHa~
At deamapervet-

CHE aromatigue

d

- I | ' L i i i L 1 A
Oppm 10 8 § 4 2

Figure I, ¢ Spectre RMNLE révélant la présence de protons aliphatiques dans la
structure des acides fulviqQues naturels (RUGGIERO et Coll., 1980)

La spectrométrie de masse couplée & la pyrolyse a été utilisée par
HAIDER et SCHULTEN (1985), BRUCHET et coll. (1986) qui ont mis en évidence

des sucres et des acides aminés.

4.2~ Quelgues différences structurales

Les différences structurales entre les substances humigues
terrestres et aquatiques apparaissent plus nettement au niveau de leur

composition élémentaire et de leur taille moléculaire.

0
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4.2.1- Composition élémentaire des substances humigues

La revue bibliographique effectuée par VISSER (1983) (tableau
I777) montrant des résultats obtenus par ALBERTS et coll. (1976), WEBER
et WILSON (1977), permet d'observer qu'en moyenne:

- la teneur en oxygéne des substances humigues aquatiques est plus
importante que celle des susbtances humiques terrestres

- la teneur en carbone et en azote des substances humigues

agquatigques est plus faible gque celle des substances humiques terrestres

- pour les deux types d;environnement, la teneur en oxygéne est
plus importante pour les acides fulvigues que pour les acides humiques
alors que cet ordre est inversé dans le cas du carbone

- le rapport 0/C pour les acides fulvigues est proche de l'unité.

ENVIRONNEMENT AQUATIQUE ENVIRONNEMENT TERRESTRE
ELEMENT CHIMIQUE WEBER et WILSON- (1877) - ALBERTS et Coll. (1876)

Acides humiques Acides fulviques| Acides humiques | Acides fulvigues

c 57,0 ¥ 4,0 ' 46,0 I 5,0 55,0 T 2,0 47,0 % 4,0
B 4,47 1,0 4,0 2 0,4 4.é ro,9 4,1 £ 1,0
| | 2,0 0,1 1.2 %¢,3 3,52 0,7 2,11 1,2
o 37,1 % 5,2 48,6 = 4,5 33,0t 1,9 46,4 r 2,2
o/c 0,651 1,056 0,559 0,987

Tableau Iyrr:Comparaison des compositions élémentaires de substances humigques
naturelles suivant leur corigine (VISSER, 1983)

La composition élémentaire des substahces>hum1ques est donc le
reflet de leur origine. Cependant, ce paramétre n'est pas toujours trés
fiable, et des disparitéds peuvent étre observées pour une méme
substance humique, en fonction de son mode d'extraction, de purification et
de 1'époque de prélévement. Pour illustrer ce propos, nous avons rassemblé
les résultats obtenus par différents auteurs pour l'acide humique FLUKA qui

montrent l'absence de fiabilité de ce matériau.
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ACIDE EOMIQUE MALLEVIALLE SuLJEV et STEELINE et CROOR
FIOXA (1974) STROHAL (1583) Coll. (1983) (1984)
Cs s5,1 53,80 50,2 38,23
B3 5,9 5,33 4,7 4,45
04 n.i 25,0 n.i 34,45
N 0.6 0,52 0.0 0,43
P n.i 0,03 n.i n.i
Ss n.i 2,45 7,8 2,39

résidu 10,7 12 7,8 .28
n.i : non indiqué

4.2.2- Taille moléculaire des substances humigques

De nombreuses techniques sont utilisées: la cryoscopie (SCHENITZER
et DESJARDINS, 1962; DE BORGER et DE BAKER, 1968), le titrage
potentiométrique par électrode sélective (BUFFLE et coll. 1977), la
chromatographie par perméation de gel (WERSHAW et PINCRNEY, 1973) et
l'ultrafiltration (AIKEN, 1984). En ce gui concerne le titrage
potentiométrique, il s'agit d'une méthode dont la mise en oeuvre difficile
suppose de plus 1l'établissement exclusif de complexes de stoechiométrie
1:1, hypothése non valable dans le cas des interactions substances
humigques~cations métalliques. En ce qui concerne la cryoscopie, sa
principale limite est la faible solubilité des substances humigues dans
l'eau et surtout dans les solvants organiques (WILSON et WEBER, 1977).

La chromatographie par perméation de gel, bien qu'étant d'un emploi
courant, présente dégalement guelgues inéonvénients. FAURE et coll. (1975),
HINE et BURSILL (1984), ont montré les difficultés rencontrées dans
l'étalonnage des gels & l'aide de molécules de masse molaire comparable
mais de structure différente de celle des substances humiques. En plus, il
a été observé que l'élution des substances humiques est anormalement
retardée non par encombrement stériqgue, mais & cause de l'adsorption qui
peut s'établir entre les substances humiques et les gels par
l'intermédiaire soit des interactibns entre novaux aromatiques, soit par
liaisons hydrogéne entre groupements hydroxyle et carboxyle et/ou

carboxyle. Il en résulte une sous-estimation de la taille mocléculaire.
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L'ultrafiltration semble étre la technigue la plus répandue.
Cependant des limitations au niveau de la stricte mise en oceuvre de cette
méthodologie (BUFFLE et coll., 1978) et sur lesquelles nous aurons
l'occasion de revenir (Cf Chapitre II), en restreignent encore
l'utilisation dans le domaine des substances humiques.

La taille moléculaire de 200 ~ 10® (SCHNITZER et KHAN, 1972;
BUFFLE et coll., 1977) des substances humiques augmente des acides
fulvigques aux acides hymatomélaniques, sans que les limites entre ces
différentes classes soient rigoureusement établies. L'exemple des acides
fulviques est de ce point de vue trés révélateur, puisque selon les

auteurs, d'importantes disparités peuvent étre constatées dans le tableau
ci-aprés.

D'autres facteurs peuvent intervenir pour expliguer cette
disparité, la méthode d'extraction (extraction alcaline utilisée pour les
substances humigues terrestres, extraction par adsorption sur résines

Amberlite XAD pour les substances humiques aquatigues).

Taille moléculaire
REFERENCE
des acides fulviques
280-300 KHAN et SCENITZIEZR (LS71)
950 SCENITZER et XEAN (1872)
700 GARDINER (1974)
500-5000 BUPFLE (1977)
1800-1500 . AIXZN. (1984)

4.3- Schémas structuraux existants

Oon trouve dans la littérature de nombreuses propositions de schémas

structuraux pour les substances humiques.

- CHRISTMAN et GHASSEMI (1966) ne prenant en compte que le rdle

prépondérant que joue la lignine dans la formation des substances humigues,

suggérent un schéma dans lequel 1l'effet mésomére assuré par des liaisons
multiples conjuguées pourrait expliquer la coloration des eaux de riviéres

par les acides fulvigues
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- KLEINHEMPEL (1970) considérant les modes d'assemblage moléculaire

et ionique, a proposé une structure chimique des acides humiques compatible |

3 1'établissement d'une structure macromoléculaire et avec toutes les
possibilités de complexation et de chélation. Cette structure montre
également le r8le gue jouent les cations métalliques dans les multiples ‘.
possibilités d'élaboration et de conformation de molécules humiques. Ceci |

explique la relative complexité de ce schéma qui se veut avant tout

exhaustif
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- 'SCHNITZER et KHAN (1972) ont proposé un schéma structural d'acide
fulvigque. Il comporte essentiellement des noyaux aromatigues portant des
groupements fonctionnels carboxyliques, phénoliques, relids par des
liaisons hydrogéne. Ce schéma est caractérisé par l'existence de cavités
dans lesquelles peuvent étre séguestrés des polluants organiques et par
la présence de groupements salicyliques et phtaliques responsables des

propriétés complexantes vis-d-vis des métaux
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Cette structure a &t€ sévérement critiquée (MAXIMOV et coll., 1977)
surtout a cause de la relativement faible énergie des liaisons hydrogéne
qui est incompatible avec la stabilité des édifices macromoléculaires
humiques. De plus, on remarqué l'absence de structure aliphatigue
généralement rencontrée dans les acides fulviques comme précédemment

indiqué.

~ Le schéma proposé par FUCHS cité par BUFFLE (1977) correspond

bien & la répartition des groupements fonctionnels des acides humiques mais
n'expligue pas les changements de conformation de ces macromolécules
appréciées par des études rhéologiques et des mesures de variation de
potentiel-Zeta (GIANNISSIS, 1986). De plus, ce schéma présente les acides
humiqﬁes comme des systémes polycondensés, ce gui est en désaccord avec

leurs diagrammes de diffraction des rayons X.




Une structure polymére moins rigide comprenant des noyaux
aromatiques comportant des fonctions -OH et C=0 (quinone) reliés par des

groupements -CHp-O- et CH-N- , nous paraitrait plus représentative.

- La formule de DRAGUNOV cité par ROOCK (1977) se rapproche des
précédents critéres mais ne prend pas en compte l'existence possible de

fonctions carboxyligues aromatigues
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- STEVENSON (cité par BUFFLE, 1977) propose deux schémas
respectivement d'acide fulvigue et d'acide humique. On observe pour le
premier des sites chélatants portés par des groupements flexibles plus ou
moins longs et pour le second des peptides et des sucres, éléments
structuraux pouvant également assurer l'établissement d'interactions avec

des ions métalligues.
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L'acceptation de ces deux modéles interdit toute possibilité de
formation d'acide humique & partir de l'acide fulvique et inversement. Ces
deux modéles qui montrent une faible taille moléculaire des acides humigue
et fulvique, sont incompatibles avec les larges absorpticons qui
caractérisent les spectres infra-rouge des substances humiques. Le modéle
acide humique, quant & lui, permet surtout d'expliquer le rdle que
- peuvent jouer ces molécules dans la déstabilisation de certains édifices
particulaires (argile, kaolinite) par séquestration et extraction d'un

cation métallique stabilisant.
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- FLAIG (cité par KALINOWSKI, 1987) a proposé un modéle d'acide
humique en se basant sur la structure de la lignine dont certains monoméres
issus de sa décomposition, se seraient transformés en donnant des

groupements quinone, polymérisés en associant des molécules azotédes
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Ce modéle est caractérisé par 1'absence d'une structure aliphatigue
et de groupements.carboxyliques portés par des cycles aromatiques. Toute
existence de sites de complexation de type salicylate et phtalate se trouve
donc écartée. De puls, la stabilité de cette structure est assurée
essentiellement par des liaisons reconnues de faible énergie, ce qui est
incompatible avec la stabilité de 1'édifice macromoléculaire des substances

humigues.
5- ESSAIS DE MODELISATION
STEELINK et coll. (1983) utilisent la quercetine et la rutine pour
tenter d'identifier dans les spectres RMN lg et 13c de substances
humiques aguatigues, des groupements fonctionnels caractéristigues de ces

molécules.

CE

BC

QH

Pentahydroxy-3,3',4',5,7 Zlavone -3 rutinoside {(rutine!

De méme, MALLEVIALLE (1974) choisit successivement le phénol et
l'acide salicyligue comme modéle simple pour l'étude du mécanisme de
l'action de l'oczone. Depuis, il s'est développé des approches de
modélisation:

~ soit par le calcul

- soit par synthése bactérienne

- soit encore par synthése chimigue.
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5.1- Modélisation par le calcul

MURRAY et LINDER (1983) ont élaboré un programme informatique qui,
d'une fagon aléatoire, construit de petites entités structurales et les
associe au moyen de liaisons covalentes. Les édifices théoriques résultants
révélent la présence de sites potentiels de complexation intermoléculaire
par le biais d'atomes d'oxygéne susceptibles de participer & la sphére de

coordination d'un métal.

Cependant, la composition élémentaire de tels édifices est exempte
d'azote; de plus ce procédé ne permet pas de progresser dans’ la
compréhension du mécanisme d'interaction des substances humiques avec les
cations métalligues. Enfih, cette modélisation ne prend pas en compte les

possibilités de déformation et de réarrangement des molécules humiques.

5.2- Modélisation par voie de synthése

5.2.1- Synthése bactérienne

KOSINKIEWICZ (1977a) a montré gue la culture de bactéries
Pseudomonas acidovorans et Pseudomonas sp dans un milieu enrichi en
tyrosine et constitué soit de glucose, soit de glucose et d'extrait de
levure, conduit & la formation de composés organigues & groupements
phénoligues. Ces derniers subissent diverses oxydations dues & l'action
phénoloxydasique de ces bactéries, stimulées par la présence de tyrosine.
L'acidification du surnageant du milieu de culture conduit a la
précipitation de polyméres de couleur brun-noir. Ces polyméres présentent
des propriétés physico-chimiques (couleur, taille moléculaire) semblables &
celles des substances humigues naturelles.

Ce procédé de synthése présente cependant guelgues inconvénients.
Des guantités significatives de substances humiques issues des bactéries,
ne sont obtenues qu'aprés au moins douze semaines d'incubation & 28°C. Une
étude réalisée sur leur masse molaire (KOSINKIEWICZ, 1977b) montre gqu'elles
sont constituées de fractions de taille moléculaire supérieure & 100 000
(8% -~ 12%) et de taille moléculaire situde entre 40 000 et 50 000 (38% -
46%). Ceci indigue une prédominance de formation de substances humigues de
masse molaire €levée, ce qui n'est pas le cas des substances humiques

aguatiques.
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Afin d'amélicorer le rendement de synthése, KOSINKIEWICZ (1977c¢)
introduit des stimulateurs phénoloxydasigues: aniline, azobenzéne et
chloraniline. Cependant, seule une augmentation de la vitesse de formation

est observée dans le milieu de culture.
5.2.2- Synthése chimique

CORNEC et BRUSSET (1950) ont montré gque l'oxydation en milieu
basique de molécules organiques polyphénoliques, en particulier celles
susceptibles de donner des structures quinonigues, conduit & la formation
de produits brundtres dits "acides humiques”. Ces auteurs ont utilisé la
molécule d'hydroquinone qgui a été soumise 34 différents oxydants tels le
peroxyde d'hydrogéne, le persulfate de sodium, 1'hypochlorite de sodium et
l'air. En solution alcaline, le persulfate de sodium s'est révélé 1l'oxydant
le mieux adapté 3 la transformation rapide de 1'hydroguinone. En effet,
alors que les autres oxydants donnent des rendements infimes, méme aprés
plusieurs jours de réaction, l'oxydation au persulfate de sodium fournit
80% de rendement en masse, relativement & l'hydroquinone. Aprés une heure
d'oxydation, les acides humiques sont isolés par acidification du mélange
réactionnel, au sein duquel ils précipitent.

En remplacant le persulfate de sodium par le persulfate d'ammonium,
ces auteurs ont observé une forte diminution du pH du milieu réactionnel.
Cette variation de pH, qui persisteAméme en présence d'un excés de base,
favorise la formation de quinhydrone. Cette constatation a conduit les
auteurs & effectuer l'oxydation de 1'hydroquinone dans un milieu tampon.
L'oxydation dans un tampon ammoniacal (NH4OB;NH4Cl) & pE= 9,5,
conduit & la formation d'un produit de couleur noire et dont l'analyse
élémentaire indique la présence d'azote. A pH compris entre 11,2 et 12,2,
maintenu par ajout d'hydroxyde de sodium, l'oxydation conduit & un produit
brun ne contenant pas d'azote. La quantité d'acides humiques obtenue est
relativement plus importante dans le deuxiéme milieu.

Au niveau de la précipitation, les auteurs ne précisent pas ni la
valeur de pH, ni le temps nécessaire, ni le réactif utilisé. Seules les
substances humiques de faible masse molaire (acides fulvigues) é&tant
solubles en milieu acide, on peut s'attendre & ce que seules les substances
humigques de plus haute masse molaire précipitent.

Néanmoins, ce procédé présente les avantages de rapidité et de
facilit€ de mise en oceuvre. Il deoit constituer, & condition de le
contréler, un moyen permettant de progresser vers la modélisation des

susbtances humigues.




6~ CONCLUSION: INSUFFISANCE DE CARACTERISATION

A la méconnaissance des processus d'élaboration des substances
humiques s'ajoutent les imprécisions sur leurs interactions en milieu
hydrigque avec les cations métalliques. Ces imprécisions sont dues
essentiellemené 4 une mauvaise maitrise de technigues d'analyse cependant
performantes et & 1'oubli systématique de certaines propriétés de ces
molécules.

Les ré&sultats spectroscopiques, d'analyse élémentaire et de
détermination de la taille moléculaire des substances humiques mettent en
évidence des différences de structure dues 3 la variabilité de leurs
classes et de leurs origines.

Seule la synthése chimique d'un matériel humique original et sa
caractérisation au moyen d'une démarche analytique rigoureuse doivent
permettre de progresser vers une meilleure modélisation des substances

humiqgues.
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CHAPITRE I

DEFINITION D'UNE DEMARCHE ANALYTIQUE :

APPLICATION A UN MATERIEL HUMIQUE EXISTANT
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Comme il a &été montré dans le chapitre précédent, des molécules de
structure chimique relativement simple du genre acide salicylique
(MALLEVIALLE, 1974), glycine (ERNST et coll., 1975), rutine et querceétine
(STEELINK et coll., 1983), ont été utilisées dans des é&tudes visant a 1
représenter:

- la structure des substances humiques aquatiques

- leurs interactions avec les cations métalliques.

Actuellement, les matériaux humiques commerciaux (FLUKA et ALDRICH)
sont largement utilisés, soit lors d'études d'identification de groupements
fonctionnels par RMN 1H et 13¢ (STEELINK et coll., 1983), soit lors
d'études de complexation du cadmium (CORRALES, 1984) et du cuivre
(GIANNISSIS, 1986).

Au laboratoire du département de Toxicologie-Hydrologie-Hygiéne
(Université LILLE II), l'acide humique FLUKA (AHF) a été expérimenté afin
d'apprécier les modifications de biodisponibilité des métaux en interaction
avec les substances humigques (POMMERY et coll., 1985; POMMERY, 1985),.

Nettement moins utilisé, l'acide humigue ALDRICH a été choisi par LANDRUM
et Coll. (1984), HAAS et KAPLAN (1985), du point de vue de la complexation

de polluants organiques.

Notre choix s'est porté sur l'acide humique FLUKA dont la plus
grande utilisation fait & l'heure actuelle le composé de référence, alors
que sa provenance demeure imprécise* et surtout que, paradoxalement, aucune
étude structurale n'a encore été entreprise.

Nous n'intégrerons dans notre démarche analytique que des
techniques physico-chimiques les moins perturbatrices & 1l'égard de la
structure de la molécule humique. Nous n'avons donc pas eu recours a la
pyrolyse, technique pourtant trés utilisée & l'heure actuelle (HAIDER et
SCHULTEN, 1985; BRUCHET et coll., 1986). L'étude des propriétés
complexantes vis-a-vis du cadmium sera basée sur l'exploitation des

méthodes électrochimiques.

* I1 s'agit d4'un produit extrait d'une grotte située dans le Sud de l'Allemagne




1l- CHQIX DES METHODES POUR LA CARACTERISATION STRUCTURALE

1.1- Détermination de la taille moléculaire

L'ultrafiltration nous parait étre la technique la plus fiable.
Elle est d'une mise en oeuvre simple et peut étre considérée comme une
technigue préparative bien adaptée au fractionnement des composés
macromolécuiaires. Néanmoins, quelques précautions sont nécessaires a
l'emploi de cette technigue. MANKA et REBHUN (1982) ont en effet montré gque
la pression d'azote utilisée et la concentration en substance humique,
peuvent perturber la détermination de la taille moléculaire. BUFFLE eﬁ
coll. (1978) recommandent de ne pas ultrafiltrer au deld de 90% du volume

initial. Il convient également d'évoquer:

- les risques de réarrangement moléculaire des substances humigues,

notamment par voie radicalaire, consécutif & la concentration

- les risgues de variation de structure tertiaire sous l'effet des
modifications de pH au cours de l'ultrafiltration.

Afin d'éliminer ces différents risques de perturbation, nous avons
effectué l'ultrafiltration dans les conditions suivantes:

~ 100ml d'une solution d'acide humique & la concentration de
Zg.l"l dans un milieu minéral synthétique (MMS) sont introduits dans
une cellule de type Amicon M402 munie d'un dispositif permettant le lavage
en dynamique. Le lavage a été effectué au moyen de la solution de MMS
jusgu'a disparition de l'absorption UV dans l'ultrafiltrat

- le pH a toujours &té contrdlé et égal 2 8 dans le perméat. Ce
dernier a été fractionné en cascade sur les différentes membranes
microporeuses en respectant leurs conditions de pH et de pression

présentées ci-dessous

TYPE DE MEMBRANE pR limite PRESSION MAXIMALE POINT DE COUPURE
XM 300 2 <pH ¢ 11 10-25 psi {(0,7-1,7 atm) 300.000
—  xM 50 2 <pH < 11 | 10-25 psi (0,7-1,7 atm) 50.000
™M 5 2 < pH < 11 70 psi (4,7 atm) 5.000
* oM 2 < 12 110 psi (6,7 atm} 1.000 -
* yco 5 <9 110 psi (6,7 atm) ‘ 500

* membranes utilisées pour le fractionnement du modéle original (Cf. IVéme chapitre)
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Nous avons également retenu la chromatographie par perméation de
gel afin de préciser la limite supérieure de la taille moléculaire du
matériel humigue. L'élution est effectuée sur gel Sepharose 4B, de domaine
de fractionnement compris entre 6.104 et 2.107. Cette élution est
maintenue constante en débit (9,1 ml.em™+.h~1) gréce & une pompe
péristaltique GILSON Minipuls 2. La détection UV 4 220nm est assurée en
continu au moyen d'une cuve & circulation équipant un spectrophotomeétre

PYE-UNICAM SP8-400. L'étalonnage de la colonne de perméation est rdalisée a

l'aide de quatre solutions de dextran Fluka (M= 5.105, 11.10%, 4.104 et 6.103).

1.2~ Spectrophotométrie U.V

Malgré l'absence de bandes d'absorption caractéristigues dans le
spectre UV des substances humigues, cette technigue a été retenue pour deux
raisons:

~- tout d'abord, pour apprécier au moyen de la mesure des
coefficients d'extinction moclaire év), le degré de polysubstitution des
novaux aromatigues qui sont les principaux groupements fonctionnels

- ensuite, pour mesurer la répartition des divers groupements
fonctionﬁels dans chagque fraction d'ultrafiltration.

Les spectres U.V entre 180nm et 400nm sont enregistrés & l'aide

d'un spectrophotométre UV-Visible PYE UNICAM SP8-400.

1.3~ pHEmétrie

Cette technique a été retenue afin:

- d'évaluer la proportion de groupements fonctionnels chimiguement
distinets

- d'évaluer l'acidité de chaque type‘de groupement fonctionnel

- de préciser les valeurs des pKa correspondants.

Pour cette étude, les substances humiques dissoutes dans 100ml de
soude (0,lN) de lagquelle le gaz carbonique a été éliminé par dégazage a
l'azote pendant 30 minutes, sont dosés par une solution d'acide
chlorhydrique (0,5N). Le pH est mesuré 3 l'aide d'une électrode de verre et

d'une référence au calomel relides & un pHmétre USN TACUSSEL.




1.4~ gpectrométrie infra-rouge

Bien que trés utilisée, ainsi que nous l'avons vu dans le premier
chapitre, cette technique est cependant limitéedu fait de la faible
résolution des spectres. C'est pourguoi nous utiliserons la spectrométrie
infra-rouge par transformée de Fourier qui présente de nombreux avantages

par rapport & la spectrométrie infra-rouge classigue.

1.4.1~ Principe de la spectrométrie infra-rouge & transformée

de Fourier (IRTF)

Pour mesurer l'intensité du rayonnement émis par un €échantillon en
fonction de la frégquence, la spectrométrie infra-rouge classique utilise un
systéme dispersif constitué de réseaux. Les fréquences sont réparties en

bandes qui sont dirigées vers une fente puis un détecteur :

Rayonnement

-5 Fente

Réseau

La spectrométrie infra-~rouge par transformée de Fourier n'utilise
pas de systéme dispersif. Toutes les radiations lumineuses transmises par
w

1l'échantillon sont regues simultanément par un détecteur. Cette détection

est rendue possible par l'utilisation de l'interférométre de Michelson:
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L'obtention d'un spectre, c'est-a-dire d'une représentation de l'intensité
des radiations en fonction de leur nombre d'onde ( YV ), résulte du

traitement mathématique du signal détecté sous forme d'interférogramme.

1l.4.2- Principe de fonctionnement de l'interférométre

de MICHELSON

C'est un dispositif qui peut séparer un faisceau de radiations
lumineuses en deux voies et les recombiner de telle fagon que les variations
d'intensité du faisceau résultant puissent étre mesurées par un détecteur
en fonction de la différence de marche.

L'interféromeétre est constitué de deux miroirs plans
perpendiculaires entre eux . L'un est mobile et peut donc se déplacer le
long de son axe & vitesse constante, l'autre est fixe. Entre les deux, se
trouve une lame séparatrice fixe placée & 45° du rayonnement lumineux
provenant de 1'échantillon. Si on considére ce rayonnement dont la
direction est perpendiculaire au miroir fixe, la lame séparatrice le divise
en deux parties, l'une est transmise vers le miroir fixe, l'autre est
réfléchie vers le miroir mobile. Aprés leur réflexion sur chacun des
miroirs, ces deux parties du rayonnement se recombinent au niveau de la

lame séparatrice en un seul faisceau qui est dirigé vers le détecteur. On

peut donc déterminer une différence de marche d = 2 (OM -~ OF) entre les
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deux faisceaux gqui ont été réfléchis sur les deux miroirs. De leur

recombinaison résulte un systéme d'interférences lumineuses.

Cas d'une source de lumiére monochromatique de longueur d'onde L

- e o O —— —— C—— cm—

Quand le miroir fixe et le miroir mobile sont équidistants de la
séparatrice, les deux faisceaux apres réflexion sur chacun des miroirs, se
combinent en phase sur la séparatrice, leur différence de marche est nulle.
Le détecteur enregistre donc la somme des ondes des deux faisceaux:

Amplitude A
des ondes

2a

= —

Si le miroir mobile est déplacé de )y4, la différence de marche
entre les faisceaux est de’yg , ils sont déphasés de 180°. L'interférence
est destructive et le détecteur enregistre une intensité nulle:

Amplitude f
des ondes

L‘——-—-—-——-—b >

A X (8ifférence de marche)

A X (différence de marche)
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Si on déplace a nouveau le miroir dth4, les deux faisceaux redeviennent en

phase et l'intensité mesurée est au maximum. Donc, & chaque déplacement d'une
longueur d'onde, ce modéle d'interférences constructives et destructives va

se répéter en formant une vibration sinusoidale: c'est l'interférogramme:

Amplitude 4
des ondes

2a

- >
X (différence de marche)

Cas d'une source de lumiére composée de deux frégquences

S ot w—. o A ot —

Dans ce cas, deux vibrations sinusocidales d'amplitude 2a' et 2a'’

interférent
A

amplitude & Amplitude
des ondes {a) des ondes (b) \/

2a"

————p
2a’
pu— N
7 ; X{différence de marche) X{différence de marche




G G — m— ——— - SGmmmte.  S—— — o—
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Cas d'une source de lumiére polychromatique

—— . ————

Pour une lumiére polychromatique, les ondes ne s'ajoutent que

lorsque la différence de marche est nulle. On obtient une interférence

constructive totale. BEn s'édloignant de cette condition, les interférences

deviennent destructives et le signal de l'interférogramme s'annule rapidement

Amplitude
des ondes

o

X (différence
de marche)

L'étude théorique établit que cet interférogramme gui est défini

comme une fonction du temps I{(t), car le miroir mobile se déplace a vitesse

constante, est une transformée de Fourier de la grandeur physique qui est

le spectre. Il est donc possible de calculer leiépectre par traitement

informatique de l'interférogramme mesur€.

Malgré quelgques inconvénients qui affectent surtout 1l'amplitude du

signal:

- efficacité de la lame séparatrice,

- réponse du détecteur

cette technique de spectrométrie infra-rouge par transformée de Fourier

présente beaucoup plus d‘'avantages que la spectrométrie infra-rouge

classique.
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1.4.3~ Avantages présentés par 1'IRTF

Avantage de Fellgett

T e —— —— —— ——— . —

Soit M le nombre d'éléments spectraux compris dans la zone &

étudier et t le temps de cette étude. Avec un spectrométre dispersif,chaque

élément est observé pendant le temps t/M et le rapport signal sur bruit est

proportionnel é.{t/M. Grice au dispositif de 1'interférométrie, chaque

élément est exploré pendant le temps total par la méthode dite "multiplex"

et le rapport signal sur bruit est alors proportionnel é\jt. Le gain de la

méthode, soit G =\M est appelé avantage de Fellgett.

Avantage de Jacguinot

C'est la grande étendue que l'on peut donner au faisceau lumineux

sans nuire a la résolution du spectre. L'énergie lumineuse dans un

spectrométre équipé d'un systéme dispersif est limitée par le monochromateur

tandis que le spectrométre interférométrique laisse passer toute la lumiére

& travers l'interférométre, 1l'ouverture de celui-ci ayant un diamétre de
Ce gain en énergie est de l'ordre de 100 par rapport & un spectrométre a
systéme dispersif de méme résolution. Il rend en plus les spectrométres

interférométriques accessibles aux études & trés haute résolution.

Avantage sur la résolution

—— — m—— — ——— to— o—

a

Contrairement au spectrométre a systeme dispersif qui n'est
performant gque sur un domaine spectral limité, le spectrométre
interférométrique présente une résolution constante sur tout le domaine
spectral étudié,qui est trés large (400 & 4000 cm~1). Cetté
résolution est inversement proportionnelle & la différence de marche

maximum atteinte par l'interférogramme.

égtres avantages
. plabr i Pehinpeheat ikt
- La spectrométrie IRTF est trés rapide dans l'enregistrement d'un
spectre. La translation du miroir mobile en travail de routine a une
amplitude de l'ordre du millimétre et le temps d'acquisition des

X

informations nécessaire & 1l'obtention d'un spectre est d'environ une

5 cm.




seconde. Chaque fréquence infra~rouge est modulée par l'interférometre a sa
propre fréquence. Ce procédé permet a la spectrométrie IRTF de réduire

remarquablement la lumiére parasite.

Pour identifier les différents groupements fonctionnels des
substances humiques par spectrométrie infra-rouge, nous avons utilisé le
spectrométre IRTF NICOLET du type 7199B. Il est équipé d'une source globar,
d'une séparatrice constituée par une lame en bromure de potassium (KBr) et
d'un détecteur constitué par un semi-~conducteur ternaire HgCdTe.

Du fait d'intenses et larges absorptions infra-rouge centrées a
3400 cm™1, 1640 cm™! observées sur le spectre de l‘eéu et génant
l'exploitation des spectres des substances humigues en solution agqueuse,
nous avons utilisé le mode d'échantillonnage par pastillage dans KBr. Ceci
permet d'explorer une large gamme d'absorption infra-rouge (400 -

4000 em™1) qui rend plus accessible l'acquisition des absorptions
d'élongation et de déformation sur les basses fréquences et facilite ainsi

la détermination du degré de substitution des cycles arocmatigues.

1.5~ Spectrométrie de résonance paramagnétique électronigue (RPE)

L'intérét de cette technique dans le cas des substances humiques
a été révélé par quelques études (STEELINK et coll., 1983) prouvant 1l'existence
d'espéces radicalaires au sein de ces molécules. Nous avons donc retenu
cette technique pour préciser les éventuelles propriétés paramagnétiques
des composés étudiés.

Les spectres RPE sont enregistrés sur un appareil VARIAN E-109
fonctionnant en bande X, avec une modulation de 100kHz. Les mesures en
phase solide sont effectuédes dans une cavité E~231 fonctionnant dans le

~mode TE102. Les éch#ﬁtillons sont alors disposés dans des tubes de quartz
de 4 mm de diamétre extérieur. Les mesures en phase liquide ont nécessité
l'utilisation d'une cavité E-238 fonctionnant dans le mode TM1l0, les

échantillons étant disposés dans une cellule plate.

1.6~ Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les controverses les plus marquées, relatives & 1l'opportunité de
cette technique, concernent les performances de l'appareillage. Ainsi.,
sur un spectrométre VARIAN HA-100 & 100 MHz, RUGGIERO et coll. (1980)

ont obtenu, aprés 1000 accumulations, des spectres RMN 1y pour des acides




fulviques, tandis que STEELINK et coll. (1983), méme sur un spectrométre

VARIAN EM=-360 (360 MHz) ont été génés par un paramagnétisme important.
Notre étude de RMN 1H et +3C a été effectude & 1'aide d'un

spectrométre BRUCKER W.P.80 SY (B80OMHz), éguipé d'un calculateur Data

systéme Aspect 2000 pcssédant une mémoire de 48K octets.

2- METHODES ELECTROCHEIMIQUES ET MATHEMATIQUES RETENUES POUR L'ETUDE DES
PROPRIETES COMPLEXANTES

2.1- Matériel et méthodes

Les solutions titrées en cadmium ont été prépardes dans l'eau démi-

néralisde & partir d'une scolution mere de nitrate de cadmium lg.l‘l {MERCK) .
Les substances humiques sont solubilisdes & la concentration de O,S-g.l‘l

dans un milieu minéral synthétique (MMS) de composition

Chlorure de calcimm (CacClj) 81,06 mg.1"1
Nitrate de sodium (NaNO3)- 4,50 mg.1"1
Chlorure de sodium (NaCl) 14,50 mg.171
Sulfate de magnésium hydraté (MgsSO4, 7 H50) 75,70 mg.17!
Sulfate de sodimm (Na5SO4) 39,50 mg.1~1
Bicarbonate de sodium (NaHCO3) 135 mg.17!1

Ce milieu est caractérisé par un pH = 8 et une force icnique de
0,006M.

Nous avons contrélé:

- l'absence de précipitation des substances humigues tout au long
de l'étude €lectrochimique (sur plusieurs jours) par centrifugation zsuivie de la
mesure de la D.0 de la solution en spectrophotométrie UV

- l'absence des propriétés complexantes du MMS vis-3d-vis du cadmium,

vérifiée par l'obtention d'une r lation linéaire entre l'intensité du courant
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de diffusion et la concentration totale en métal.

Des quantités croissantes de cadmium sont réparties entre deux
séries d'édchantillons, la premiére série é&tant préparée dans le
MMS, la deuxiéme dans ce milieu minéral contenant les substances

humiques & la concentration de lSmg.l‘l.
2.1.1- Conditions polarographigues

Sur un polarographe EGG-PARC modéle 174A équipé du systéme
d'électrodes type EGG-PARC modéle 303A SMDE, et relié 3 un enregistreur
PHILIPS-PM 8041, le métal libre est déterminé en paralléle dans les deux
séries, selon les conditions suivantes:

- potentiel de préélectrolyse: =-0,9 V. Il :a été déterminé en
considérant le complexe[:Cd-EDTA;]comme non labile (FIGURA et Mc DUFFIE,
1979)et en recherchant le potentiel limite (le moins négatif) qui ne
provoque pas l'apparition d'un signal de cadmium libre en PIDRA

- modulation d'amplitude: SOmV
1

vitesse d'enregistrement: 5mV.s~

temps de dégazage & l'azote : 4 minutes

'

temps de préélectolyse sous agitation: 3 minutes, dont 30 secondes

d'homogéinisation en fin de préélectrolyse et sous arrét de l'agitation.

L'absence de phénoménes d'adsorption des substances humiques sur
l'électrode de mesure a &té vérifide par la lindarité de réponse en cadmium
complexé lorsqu'on fait varier en parallélé les concentrations en cadmium
total (0, 15, 50, 75 ,..., 100ug.1"%) et en substance humigue (0, 3, 10,

15, ..., 20mg.1"%1).

[ce]

complexé 4
{ng.17t
wo |
8o |
ol
40
20
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2.1.2-Conditions d'analyse potentiométrigue

Une électrode sélective du cadmium est utilisée dans cette étude.
Elle est de type ORION modéle 94-48,associde & une référence "simple
jonction" 90-01, toutes deux relides & un potentiométre ORION 701A.
Le dosage du cadmium libre est effectué en paralléle dans le
milieu minéral ne contenant pas de substances humiques et dans celui
qui en contient.

Le temps de réponse de l'électrode est fixé & 5 minutes. Entre
chague mesure, la constance du potentiel initial (potentiel du MMS =

~295mV) est vérifide.

2.2- Etude cinétique

Le préalable cinétiqgue a été respecté en mesurant le cadmium libre
par électrode sélective dans la solution contenant la plus forte
concentration en métal (lOmg.l“l)en interaction avec les substances

humiques, & des temps de 5 minutes , une heure, 24 heures, ..., 96 heures.

2.3- Méthodes mathématiques pour le traitement des résultats

électrochimigues

Les substances humiques étant des macromoléculés, les traitements
mathématiques n'envisageant la complexation des cations métalliques que
sous l'angle:

- soit de réactions d'échanges ioniques (SCHNITZER et SKINNER,
1965; GAMBLE et coll., 1970; ZUNINO et coll., 1972) .

- soit de substitution de protons de la molécule complexante par
les cations métalligues (SHUMAN et WOODWARD, 1973; 1977)
sont inadaptés car, les formulations utilisées considérent des complexes
1:1 ou 1l:2 et, 1l'interaction peut s'effectuer par d'autres processus. Le
traitement mathématique qui prend en compte toutes ces possibilités est
celui décrit par KLOTZ (1946) et appliqué au cas de la complexation d'une

molécule simple par une protéine.




2.3.1- Formulation de RLOTZ

2.3.1.1- Cas d'une molécule présentant un seul site de

complexation

A l'équilibre de la complexation du métal M, on peut écrire

l'éguation:
SH + M sSws——mwmume® ouM

La constante thermodynamigque de cet équilibre est:

— £ + [SEM ] |
° = =
) ay * asg fM<E;—j - fsy '[FH']

ay, agy, aggm sont respectivement les activités de M, SH et SHM

fmr fsH: fsHM, les coefficients d'activité

bﬂ ' [SH] et [SHM] + les concentrations correspondantes

2.3.1.2~ Cas d'une molécule présentant n sites de

complexation de méme nature

Si les n sites étaient indépendants, ils réagiraient avec l'ion

métallique M selon la méme constante intrinséque K°.

Puisque chagque nouvelle interaction de complexation est perturbée

électrostatiguement par les ions déjd complexés, le phénoméne peut étre

décrit par une succession d'équilibres:

asuM
SE + M /=== SHM K;° =
asg-aym
—_— aSHM2
SHM + M x——————— SHM) K2° =
&SHM - @M
: a5HM
SHM_Z + M == SHMg K3° =
4gHM,* M
8SHM,
SEMp + M ————SHMp Rp° =

aSHMp_1" @M




Cette formulation permet de prendre en compte la succession
d'éguilibres dans le processus de complexation, mais les constantes
K°1, K°5, ..., K°; sont toutes différentes par suite des
interactions entre sites. Si on définit Q; = nombre moyen de cations

métalliques M combinés aux n sites de la molécule SE :

5; am complexé dgum * 2 aSHMz + 3 aSHM3 + teeae *+ D aSHMn
M = =

agg total aSH + aggm *+ aSHM2 + asﬂﬁs + eeee. *+ aSHMn

§°Mdépend des constantes des équilibres successifs K°;, K°p,
K°3, ..., K°, et de l'activité du métal (ay). En effet, &

partir de la définition des constantes de stabilité on peut écrire:

aggm = K1° agg.apm
a -
SHMy = Kzﬂ aggm-ayM = Kl°.K2ﬂ agy ﬁ?M
2SHMa = K3% a ay = Ki1° Ko°% Kq° 3
3 3« 8gHM,- &M 1 +82°-R3,8gg-a M
- °
QSHMn = Kp 'aSHMn—l‘aM = Klﬂ K2°.K3° coes Kn°.aSH~anM

Q° K1°aSHaM + 2 K1°K2°aSHa2M + 3 K1°K2°K3°aSHa3M + v.. + n K1°K2°K3°..Kn°asﬁaﬂa
M ]

agg + K1°agpay + K)°Kp°agpa’y + K3°Ky°K3®agga’y +...+Ky°Ko°K3°..KpCagpaly

QO Ky%ay + 2 K1°K2°a2M + 3 K1°K2°K3°a3M N +nKl°K2°K3°....Kn°anM

1 + Ky%apy + Ki°K-°ay + Kq°K5°K3%3Sy + .... + K1°K5°K3°....K,%al
1°am 1°K%a“y 1°K2 K3 a~y 1°K2°K3 n aty

Lorsgue n est supérieur & 2, l'ajustement de cette égquation
nécessite des estimations de chacune des valeurs K°j pour les
introduire dans le calcul. De bonnes estimations de ces constantes sont
trés difficiles & obtenir sans connaissance préalable des sites
d'interactions réels entre ligand et cation (TANFORD, 1961). Le probléme

posé par la méthode de KLOTZ est donc de parvenir a des estimations

fiables, essentielles pour modéliser mathématiquement ces interactions.

|
|
|
|
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2.3.2- Formulation de SCATCHARD
2.3.2.1- Principe

Pour éviter cette difficulté, SCATCHARD (1949), SCATCHARD et coll.
(1950) proposent une autre représentation mathématique qui regroupe les
sites de complexation en classes. Pour ce qui est des constantes
d'équilibre, dans le cas d'une complexation des ions métalliques M par les
substances humiques (SH), la constante intrinséqgue qui tient compte des

différents équilibres successifs est:

agg lié a M

X =
M am+«asH

Si l'on cherche & établir la correspondance entre K°y
(constante moyenne) et chacune des constantes des n équilibres
élémentaires, on obtient:
agEM * agEM, + &SHM +oeeee + aSHM,

-}

KM =

ayp - aSH

K] °apagy + Kj°K;°a?

masy + K1°Kp°K3°ayagg + .... + K1°Kp°K3°..Ky°alyagy

aM e aSH

KM° = K1° + K3°Kp®ay + K3°Kp°K3®a?y + .... + K1°Kp°K3°...Kp°al~1y
Au lieu de déterminer cette constante K°y ou les constantes
K°1, K°o, K°3, eees K°p, SCATCHARD (1949) SCATCHARD et coll. (1950)
_définissent des constantes conditionnelles moyennes associées 3 chaque classe de
sites. L'expression mathématique qui prend en compte la notion de classes

de sites assocides & des constantes est:

V. S e b

1+ k[ M

m : nombre de classes de sites complexants portés par la molécule SH
N; : nombre de sites complexants de classe i
K; : constante conditionnelle de complexation relative & la classe i

[ﬁ}: concentration en cation métalligque libre.
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2.3.2.2- Analyse de FLETCHER

FLETCHER et coll. (1970) ont montré gue l'expression précédente est

A

équivalente & celle proposée par KLOTZ (1946). En effet, en tenant compte

des conditions expérimentales (température, pH, force ionique), cette

équation se transforme en:

'\'5 Ky (M ] + 2 KR [M12 + ... + nKjRg... Ky [MP

=

1+ Klfm_j+ KlKZL‘MJZ + eee. * KiEp... Ky [M]B

en posant C; = K3 ; Cp = KjKp i ... i Cp = K1Ko...:Kp
1+ 01@34- CZ[M;F-’ +eeve + Cq EMJD = Pn[M]
avec C; > O
5. La1 [ o [l
PnLM] L drMT

Le polyndme PnEM]posséde n racines (certaines peuvent é&tre

multiples ou complexes) et on peut écrire:

Pn[M]= Cn (U M:}~ Ry) [M]- Ry)esn (L_M__}— Rp) =cn ([M]— R, )
- i= l

ol Ry est racine de PA[ M] =0

La résolution de 1l'éguation Pn[h]= 0 conduit & différents types

de racines:

Cas I: Racines réelles et dlst;nctes

— " S—— ————— e e | f—— oo—— ——

_ f‘; g2 ([M]‘ RJ)
[Mj : ji ([M:]-Rj)

;)_ Tu ] . Tm] s Y
o [M)-rg [u]- ®e EM]" Rp

Chaque racine réelle R; doit &tre négative car le polyndme Pn[M]

posséde des coefficients positifs. Donc Kj = -1/Rj est positif et

en remplagant dans l'éguation précédente, on obtient :




S 1k [M]
Cette expression est

N;j est égal & 1. On peut donc conclure gque si Pn[yjposséde n

racines réelles distinctes, 1'équation de SCATCHARD est équivalente a celle
de KLOTZ.

" cas II : Racines réelles doubles

BT 0T e )

m : nombre de racines distinctes

p;j : multiplicité de la racine Rj.

.;)' Ky (M ]+ 2 K3Rp [M]J2 +.... + nK3Kp....Kn[M] D n [M]

1+ Kl[Mj+ KKy EM]-*- eee. + KjKp...Kp EM] 1%1 ' LM]- R;

Comme Ki = - 1 , on obtient
Ri

s = w[x]
.))_ i.Z=l o 1+Ki(:Mj

La relation précédente montre l'existence de m classes de sites
complexants, p; Sites et une constante moyenne Kj relative aux
sites d'une classe Cette représentation mathématique est la plus utilisée
dans les réactions de complexation car elle est bien représentative des
phénomeénes d'interaction.

Les constantes obtenues par cette relation de SCATCEARD peuvent
&tre reliédes aux constantes d'équilibres successifs définies dans la

relation de KLOTZ. En effet, s'il existe un seul site:
""; SER!
l+KlEM‘]
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Mais,si nous normalisons par rapport & la représentation des constantes

conditionnelles de stabilité (K'), la relation précédente se transforme en

P

R Kl'[M—]

e dmm . — o —— S — T — o ——. — - G a——

De telles racines complexes se rencontrent toujours par péires
conjuguées et leurs termes sont des facteurs guadratigues de»PnEﬂJ.
Elles sont de la forme CM]2 + 20_{EM] +ﬁ ot X etP sont des nombres
réels etﬁest positif.

-

ol 02 Do 3] T (0] w0

=1

"5 _ % 2[m ] [m]+ X5 . ;;-Zth KJEMJ
j=1 (fMJZ + 2 EM]-!-‘BJ- j=1 1+ KjLM]

Dans le second terme de l‘équation'précédente, les valeurs de
K4 ne sont pas toutes distinctes ( il peut y avoir des racines
multiples). Cette forme de )) ne permet pas l'interprétation chimique car
les termes guadratiques ne peuvent pas représenter des sites distincts sur

une macromolécule. Ces facteurs quadratiques ne .sont que le reflet

mathématigue de l'interdépendance des réactions de complexation.

La regrésentation graphique de la complexation de l'ion M par les
sites (nj, ny, n3,...) de nature différente, donne une courbe

dont les intersections avec les axes d'ordonnées et d'abscisses sont

respectivement n;K'; + noK's + n3K's +... etny + ny + N3 + ...




a1 + ny + 03 +...

Nous fetiendrons le principe de cette formulation qui pour certains
ne se réduirait qu‘d un simple artifice mathématique (PERDUE et LYTE, 1983),
mais permet selon nous la prise en compte de plusieurs sites de complexation.
Les conditions d'applicabilité ont été récemment précisées par NORBY et coll.

(1980), KLOTZ (1982) et KETELSLEGERS et coll. (1984) :
~ obtention d'une courbe expérimentale dont la convexité doit

étre dirigé vers l'origine
- respect d'un état d'équilibre entre forme métalligue libre et

complexéde.

2.3.2.3- Détermination des parametres complexants:

constante de stabilité et nombres de sites

2.3.2.3.1- Premiére méthode: exploitation des pentes
asymptctiques et des valeurs limites de la

courbe expérimentale

La méthode décrite par KLOTZ et HUNSTON (1971) permet, & partir de
la représentation graphique de SCATCEARD, de déterminer graphiguement les

valeurs limites de la c¢ourbe aux points (:) et c:> et des asymptotes aux points

Qe -

B
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Mais, lorsque la molécule complexante présente plusieurs types de
sites avec nj, ny, n3, ... différents de 1, les considérations
précédentes ne sont plus valables. Le nombre de sites de chagque type et la
constante conditionnelle de stabilité correspondante sont déterminés de la
maniére suivante:

- nj est considéré comme relatif au site ol le complexe formé
est le plus stable. Le nombre de sites nj est donné par la valeur & |
l'intersection 3. Cette valeur permet de calculer K'; (qui est |
considérée comme la constante relative aux premiers sites de complexation
plus stable) en utilisant & 9= 0, le produit de la valeur de l'intersection
C>aVec celle de la pente asymptotique. Ce produit donne la valeur de la
tangente asymptotique gqui est égal a an'lz. Ces valeurs
obtenues de nj et K'; germettent de déterminer celle de 0 . En
tragant la courbe 3 94 = f(o Q), no, K's et sont déterminés en

utilisant le méme ralsonnement gue précédemment, puis n3, K'z,....

2.3.2.3.2- Deuxiéme méthode: ajustement de courbes
|
On effectue d'abord le tracé de la courbe log I‘%’;‘= f ( log x ) |

et on la superpose & celle obtenue 3 partir de log Q = f (log [M.]) i

Lorsqu'il existe n sites de méme nature, la superposition des

courbes s'établit lorsque:

-

y = ) et x = K . [M J ou soit log n = log Q - logy et
n

log K = log x - log M. En effet,

—_ 3 K[M]
o x[x] v —
’)‘TL‘T“j n G

Lorsqu'il existe n sites de nature différente, le nombre ny de
sites et la constante correspondante K'j; peuvent etre déterminés en_
superposant les courbes pour les faibles valeurs de V Le tracé Q.. L=
£ log[jM} ) permet de déterminer njp et K'p, ainsi de suite...

Des deux méthodes, la premiére est la plus largement employée comme |
en témoigne la littérature (TUSCHALL et BREZONIK, 1983; Mc PHERSON et
SUMMERS, 1986). Nous aurons cependant recours aux deux méthodes pour

conforter les résultats obtenus dans le cadre de ce travail.




3- APPLICATION A L'ACIDE HUMIQUE FLUKA (AHF)

3.1- Caractérisation structurale

3.1.1- Taille moléculaire

La répartition des tailles moléculaires obtenues apres

ultrafiltration et lyophilisation est la suivante:

TAILLE MOLECULAIRE (TM) DB DIFFERENTES PROPORTION MASSIQUE

FRACTIONS DE AHF

@ ™ > 3.108 ' 76 %

2) 3,105 > ™ > 5.104 19,50 3
@ 5.104 > ™ > 5.103 0,87 8
@ s.103 > ™ . 3,40 %

Afin de préciser la limite supérieure, nous avons procédé & la
chromatographie par perméation de gel (figure 1I; ). Au vu de 1l'étalonnage
effectué, nous n'avons pu préciser la limite supérieure qui se situe
toutefois au-dessus de 5.10°. Il est a remarguer d'autre part 1l'absence
de conéordance de résultats avec l'ultrafiltration qui indiguait 76%
au-dessus de 3.10° et seulement 3,4 % en dessous de 5.103.

Or nous sommes en dehors du domaine d'exclusion du gel alors gue 1'élution
reste effective. Ceci peut provenir d'une ré%ention des molécules humigques sur
le gel qui entrainerait une sous-estimation de la masse molaire moyenne

située ici entre 3.105 et 5.10%4. Une masse molaire moyenne de

105 a donc été retenue. Pour la suite de 1'étude, nous avons &carté la
chromatographie par perméation de gel, technigue gui entraine trop

d'erreurs pour le fractionnement des matériaux humiques de faible taille

moléculaire.




Domaine de fractionnement du gel
2.107 6.104
¢ -} |

AD.O.

/\ i 'Y [} Iy

5.105 3.105 11.104 6.103 Taille moléculaire

Figure II,: Répartition de la taille moléculaire de 1'AHF obtenue en chromato-

graphie par perméation de gel

3.1.2- Résultats de la spectrophotométrie UV ' Cr—

Le spectre UV Ge 1'AEF en solution dans le MMS ne présente aucune
bande carac:éristique permettant son interprétation (figure II, ).
L'évolution des absorbances a2 été suivie & :

- 203nm, correspondant aux transitions n~——-—+»gydes groupements de

*
type hydroxyle (phénocl et/ou alcool) et aux transitions-n—-——-———-—~»-77 des
cycles aromatigues,

. B — .——X
- 254mm, correspondant aux transitions !/ e || généralement

attribuées aux cycles aromatigues des substances humigues naturelles.

. b
Absorbance 1
(unité arbitraire)

0.5 T

e

—

200 250 - 300 350

i ' -1 du MMS (D)
Figure 112 Spectres d‘'absorption DV de 1 AHF (a) (20 mg.1 dans le MMS) et

fentes : 1 nm sengibilité : 2 A vitesse G'enregistrement : 5 nu.em

40C (um

}
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Les valeurs des coefficients d'extinction molaire déterminédes dans

les conditions suivantes:

- pour une masse molaire moyenne de 105 en AHF

- une cuve de trajet optique i =1cm

- une concentration de ZOmg.l"l en AHF

conduisent,‘ en appliquant la relation D.O=£2C, a 8203nm-= 4,53.105 m2mol~1

et 5254 am = 3,6.10% m2mol~l . Ces valeurs trés élevées suggérent une

polysubstitution des cycles aromatiques .

Dans le tableau ci~desscus, nous avons reporté pour les différentes

fractions, les pourcentages des teneurs en cycle aromatique, en groupements hydro-

Xyle et les rapports

pourcentage de groupement fonctionnel/pourcentage

en masse (valeurs entre parenthéses) de chaque fraction d'ultrafiltration.

TENEUR EN CYCLES

TENEUR EN GROUPEMENTS

AROMATIQUES DE TYPE HYDROXYLE
AHF (non fractionné) 100 100
Fraction<:> 80,4 (1,06) 73 (0,96)
Fraction<:> 8,5 (0,43) 8,7(0,45)
Fraction<:> 1,2 (1,38) 5,9 (6,78)
Fraction<:> 9,4 (2,786) 12,4 (3,65)

On peut observer que la répartition en cycle

aromatique dans chaque fraction est similaire & celle des divers

groupements hydroxyle. Les caractéres aromatigue et hydroxylé (exprimés par

unité de masse - valeurs entre parenthéses) sont plus importantes pour

les fractions de plus faible taille moléculaire C) et (:) gque pour les

fractions (:) et (:) . Si l'on admet que les acides fulviques ont un

caractére aromatique plus élevé que. celui des acides humiques (KALINOWSKI

et BLONDEAU, 1985) , on peut donc dire
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que les fractions de faible taille moléculaire de 1'AHF seraient proches des
acides fulviques, du point de vue structural.

Pour une fraction donnée, le rapport caractére hydroxylé/caractére
aromatique conduit & une valeur proche de l'unité, sauf pour la fraction C)
ol ce rapport atteint 6,78/1,38 soit 4,9, mettant ainsi en évidence dans cette
fraction, l'existence:

- soit de polyphénols

- soit d'une proportion plus importante d'hydroxyles qlipb@tiques;

La représentation du rapport pourcentage de groupement fonctionnel/pour-

centage en masse de chaque fraction en fonction des différentes tailles molé-

culaires donne des courbes qui révélent l'hétérogénéité structurale de 1'AHF.

% groupement fonctionnel
% masse de la fraction AHF

/ ~ ‘( Groupements hydroxyle

N
N

N
L Noyaux aromatiques “\
~
\\\‘ - mm——

3 & A A s . 4 .

105 2.10% 3.103 Taille moléculaire

Afin de différencier entre tous ces groupements hydroxyle, ceux de
caractére aromatigue, nous avons eu recours & la méthode des tanins et
lignines, méthode utilisée dans les substances humiques par gquelgues

auteurs (MALLEVIALLE, 1974).
3.1.3~ Résultats du dosage des tanins et lignines

Le principe de cette méthode (Cf annexe) consiste en une réduction des

acides -tungstophosphoriques et molybdophosphoriques par les groupements phénol

des tanins et lignines, avec production d'une coloration bleue dont l'intensité

est mesurde 3 700nm.
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La difficulté inhérente & cette méthode réside en l'absence de
composé phénolique étalon. Un préalable & donc consisté en l'étude de différents
composés organigues simples comportant des substituants rencontrés dans la
structure des substances humiques naturelles. Les absorbances par mole de
groupement fonctionnel phénol (tableau II)) révélent une forte perturbation due & :
- l'encombrement stérigue moléculaire '
- la géométrie de la molécule et, en particulier, aux possibilités de
conjugaison.
Néanmoins un calcul approché prenant comme référence les acides
dihydroxybenzoigques gui ¢'une part, sont inclus dans les structures
humigues et d'autre part, réagissent de fagon semblable lors de ce dosage,
permet d'estimer & une centaine le nombre de groupements phénoligques, pour
une masse molaire moyenne de los'de 1'AHF.
Cependant, l'impossibilité de préciser la nature et la position des
différents groupements hydroxyle:-aromatiques nous a conduit & abandonner

cette technigque pour la caractérisation des matérizux humigues.

3.1.4~ Résultats de l'analyse pHmétrigue

100ml d'une solution ¢'AEF & 100mg dans la soude ont été dosés par
de l'acide chlorhydrigue sous agitation. On observe (figure II3) deux points
d'inflexion:

- le premier correspondant & pK, = 10,1 attribuable & des
groupements fonctionnels de type phénate et nécessitant 1,5 10-3
éguivalents ET pour leur neutralisation

~ le deuxieme correspondant & pKs=3,9 attribuable & des
groupements foncﬁionnels carbeoxylate et consommant 1,3 10°3 équivalents
E*.

Avec pour masse molaire 105, on peut estimer respectivement &

1500 et 1300 les groupements phénate et carboxylate par "mole" d4'AEHF.
D'aprés ces résultats, le rapport de ces groupements est proche de 1. Ceci
ne peut cependant étre retenu gu'a titre indicatif, compte tenu de

l'importance de la taille moléculaire de 1'AEF et de ses possibles variations

P . 9 % Y ‘- - A % s Ao )
en cours de l'analyse suivant les valeurs de pE (surtout en milieu acide).
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OH

Phénol

OH

OB
Résorcinol

e ):
Hydroquinone

HO OB
OH

Phloroglucinol

OB

OE

OH
Pyrogallol

Absorbancs

100

79,7

55,8

3"‘

55,4

Acide benzoique

COO0H
[:::::[:;E

Acide salicylique

H
OH

Acide 2,3 di(OH)benzolique

H COOE
" 101,3
g B

Acide 2,5 di(OH)benzolque
{(gentisique)

. COOR
91.6
HO
OB

Acide 3,4 di(0OH)benzoique
(protocatechique)

Absorbance

106,8

Tableau'III:Absorbances 34 700 nm par mole de groupement fonctionnel phénol

(exprimées en % par rapport au phénol) pour différents dérivés.
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Figure II3 : Courbe de dosage pHmétrique de 1'AHF (100 mg.l'l) dissous
. dans la soude (0,1 N)




3.1.5- Caractéristiques infra-rouge

Pour 1'AHF brut (figure II4 ), la présence des cycles aromatiques
est confirmée par l'observation des raies attribuées & leurs modes de
vibration de cycle (tableau IIy). La polysubstitution de ces cycles,mise en
évidence en spectrophotométrie UV par les valeurs élevées des coefficients
d'extinction molaire, se trouve ici confirmée par la faiblesse des
absorptions dues aux vibrations d'€longation de valence CH, attendues vers
3030cm™1 et des vibrations de déformation de ces mémes liaisons CH.

Les fonctions phénol donnent lieu & une absorption & 3420ecm™1,
conjointement avec les fonctions alcool tertiaire, caractérisées par leur
vibration de déformation a 1160cm~l, et plus spécifiquement a

1210cm™1. L'absence de raie entre 3590cm™1 - 3640cm™! et entre

3500cm™1 - 3550cm™! montre qu'il n'existe que peu de groupements OH
libres de type alcool, phénol et acide carboxylique. Les associations
polyméres par liaisons hydrogéne sont révélées par la raie large observée a
3420cm™ 1. De plus, la classe d'alcool détectée correspond bien & celle
établie par BAILLY (1974) pour les substances humiques extraites des sols.
Par contre, l'éexistence en proportion relativement faible de fonctions de
type alcool primaire engagées dans des structures osidiques et détectées
par RMN 13c (STEELINK et coll., 1983), est confirmée par l'observation
d'absorptions caractéristiques & 1350cm™ 1 et & 1050em™1. L'azote

semble étre inclus dans la structure humique sous forme d'amine primaire
ou secondaire, et amide. La présence de groupements éthyléniques est
d'autre part révélée par leur vibration d'élongation de valence et de
déformation. Les structures quinonigques se manifestent par des absorptions
a4 1620cm™l et 1720em~l. La vibration d'élongation de valence des
groupements-#-o associés & des esters est observés & 1350cm™1. Il en

est de méme pour les vibrations d'élongation de Valence—ﬁ—o de type

alcool et phénol observées 3 1210cm™ ! et 1160cm™1l. 11 apparait

par contre une raie large centrée sur 1384cm~ 1 correspondant aux
vibrations de déformation des groupements—%—CH3.

En ce qui concerne les fractions (figure IIgs et tableaulIljyy), on
observe que celle de T™M>3.10° présente des absorptions significatives a
3420cm™~1 et & 1210em™l attribuables aux groupements hydroxyle et
plus particuliérement de type phénol, ce qui est bien en accord avec les
observations UV-Visible établissant la forte représentativité de cette

fraction. Les cycles aromatiques sont aussi décelés par leurs modes de
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Figure1i, : Spectre d'absorption infra-rouge de 1'AHF

- Nombre d'accumulations : 64 .
Résolution : 4 cm— 1




Préquences (cm~1) Attributions
et Intensité
3420 P VOH, V¥Ez
2960 W vd CHy
2920 F VCHy, Vd CHy aromatigue
2850 m Vs CE3y, Vs CH2
1770 m ¥C=0 lactone
1720 F YC=0 ester insaturé, cétone
1700 F VvC=0 salicylacte
1660 £ VC=0 amide, ¥ C=C non conjugué
1620 m VC=C conjugué, < NE amide,
vC=0 gquinone
m
1280 ¢ }“Nﬁ amine .
1560 f vibration de cycle benzenlque
1530 F § NE amide
1490 m ¥ C-C benzénigque
1460 m SCH, alcane, o CE3
1400 £ dCE> éthylénicue
1370 m dCEy
1330 F YC~0 aliphatique ou aromatigue
1250 £ Vas C-0 ester benzoligue ou phtaligut
1210 F JOE phéncl et alcool tertiaire
1160 F §OE alcool tertiaire, vibration de
squelette —cZ&E2
1150 £ Vs C=0 b 32 ontal
1050 £ - enzoate ou phtalate
1020 £ mode de cycle benzénigque
860 £ §CE aromatique hors du plan
750 m vibration de squelette (CHz)y
} JCE arocmatique hors du plan

Tableau IIgg ¢ Principales vibrations infra-rouge observées et attributions
proposées pour 1'AHF

Vibrations de valence ( 9 ), de déformation dans le plan ( é;), i
hors du plan ( ﬁ‘ ) - Intensité forte (F), faible (f), moyenne (m%
e

@
LitLE
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Figure IIg: Spectres d'absorption
infra-rouge de -différentes
fractions d'ultrafiltration
de 1'AHF 64 accumulations

résolution 4 em~1 *
_‘ 1 ¥ g § - t . ]
y cm® oo 3000 2000 1600 1000 400

Transmission

< 1 ry P n N I
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Fréquences (cm™1) A
Practions et Intensité Attributions
(:) 3420 F Y0-H
2916 m
2848 m Ye-
1580 F Y>=0
1380 F yC-0
1200 £ JOH phénol
1100 £ y¢c-0
C) 3420 F J o-8
1600 F =0
1380 F ¥y C-0
1020 £ mode de cycle benzénigue
960 f O CH=CH trans
840 m JC-0-C
770 £ SCH aromatique
C) 3440 F ¥ O-H
2950 £ ¥y C-H
1736 m MNe
1660 F VF=0
1460 F dcH,
1380 F JOoH alcool, O CH3
1360 F T
1050 £ YC-0 alcool primaire
840 F Yy C-0-C
630 m Jester, amide
O) 3460 F YOH, Y N-H
1732 m ¥YX=0 ester, amide
1700 m s
1456 £ CH2
OH alcool
1020 £ ode de cycle benzénigue
846 m C-0-C
600 m Jester, amide
cycle benzénigque
Tableau 15“ : Principales vibrations infra-rouge observées dans les fractions

d'ultrafiltration et attributions proposées

vibration de valence ( 9 ), de déformation dans le plan‘( dr),
hors du plan ( " ). Intensité forte (F), faible (f) moyenne (m)




cycle, la polysubstitution ne conduisant qu'a des absorptions négligeables
pour les modes de déformation des groupements CH aromatiques. Les raies
situées vers 1700cm~1, 1350ecm~1 et 1150cm~! dans le produit non

fractionné et attribuées respectivement aux vibrations d'élongation de
valence C-0 etﬁk=0 des esters, sont beaucoup moins intenses et
n'apparaissent que sous forme d'épaulements.

Le spectre infra-rouge de la fraction 3.105>TM>5.104 peut
étre rapproché de celui de la fraction précédente. Des analogies
apparaissent en effet au niveau des raies situdes vers 1000cm™1,
1400cm™1, 1600cm™1 et 3400cm™l. Le degré de substitution des
cycles aromatigues doit cependant y &tre moindre car le spectre contient
des raies & 760cm™L et 840cm™1, attribuables & des vibrations de
déformation des liaisons CH. De plus, la proportion de chafnes saturées
doit étre moins marquée ca;'les vibrations d'élongation de valence CH des
groupements méthyléne et méthyle donnent une absorption & peine
perceptible.

Les fréquences d'absorption infra-rouge de la fraction
5.104>TM>5.103 sont différentes de celles des deux fractions déja
étudiées. Les raies a 1736cm! et & 1660cm™! attribuables aux
vibrations d'élongation de valence:£=0 des esters, carbonyle et des amides
sont bien marquées. Il en est de méme pour la bande a 1460cm™1 qui
traduit, avec la raie & 1380cm™! une forte proportion de chaines
saturées dans cette fraction. La raie & 840cm™! et celles situées aux
environs de 640cm™ non accompagnées d'une absorption dans la région
700cm~! - 800cm™l, ne sont plus attribuables & des vibrations de
déformation des liaisons CH aromatiQues; on peut les attribuer
respectivement & un mode d'élongation-é—o—é—d'éther ou de cycles osidiques
et 3 des modes de déformation d'esters ou d'amides. La présencé de
structures osidiques est confirmée par la présence de raies 2 1050cm™1
et & 1360cm~1 attribuables & des groupements fonctionnels de type
alcool primaire.

Pour la fraction 5.103>TM, la raie intense et large &
3464cm™! est attribuable aux vibrations d'élongation de valence OH de
type alcool et acide carboxylique et NH d'amine et d'amide, ces groupements
étant associés par des liaisons hydrogéne. Les vibrations d'élongation de
valence X=0 de type ester, carbonyle ou amide se retrouvent a 1700cm™1
et & 1732cm™ L. La proportion de groupements amides doit cependant

étre faible par suite de l'absence d'absorption attribuable & NH et
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attendue entre 1620cm™ ! et 1590cm~l. La forte raie & 1456em™!

est due aux vibrations de déformation des groupements méthyléne et méthyle.

On retrouve une raie a 846cm~! et une autre, trés large, vers

600cm™1, attribuables respectivement, & un mode d'élongation de valence
-é-o—¢-d'éther et 3 des modes de déformation d'esters. La présence d'une

raie a 1020cm~1 révéle l'existence de cycles aromatigques, pour lesquels

le mode d‘élongationjc=c:attendu 4 1500cm™! dcit certainement

contribuer & l'élargissement de la bande a 1456cm™1.

En regroupant les éléments structuraux identifiés, on peut observer
que:

- les cycles aromatiques polysubstitués sont essentiellement
présents dans la fraction T™>3.10° et, avec un degré de substitution
moindre, dans la fraction 3.105>mM>5.104

- des fonctions acides, esters, carbonyles et pour une moindre
part, amides, amines et alcools sont présentes de fagon significative dans
les fractions de taille inférieure & 5.104

"= les structures osidiques existent dans la compesition chimique de
l'acide humigue FLUKA

- des chaines saturées, compeortant guelgues groupements
isopropyle et quelques groupements éthyléniques conjugués sont présentes

dans des fractions de faible taille moléculaire.

3.1.6~ Résultats de la RPE

L'étude par RPE de 1'AHF révéle l'existence d'un paramagnétisme
important. Cette étude a été effectuée aussi bien sur le mélange brut
(acide humique FLUKA non fractionné) que‘sur les fractions obtenues par
ultrafiltration, & la fois en phase solide (poudre) ou en solution saturée.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableaullyy. On peut
d'abord constater que seules les fractions de taille moléculaire supérieure
2 5.10% et le produit entier donnent un signal RPE. Les
caractéristiques de ce signal (largeur de raie, facteur g} sont
sensiblement les mémes pour les deux fractions de taille moléculaire
supérieure & 5.104 et le produit entier. On n'a pu obtenir, néme en
phase liguide, de signaux présentant une structure hyperfine, ce qui rend

difficile l'attribution rationnelle de ces signaux (figureIlg).




Composé Etat Largeur de raie g
pic a2 pic
gauss
AEF solide 5 2,0036
solution 2 2,0037
Praction @ solide 6 2,0036
solution 2,6 2,0036
Fraction Q) solide 6 2,0036
solution 2,6 2,0036

Tableau IIyy:Caractéristiques RPE de 1'AHF et des fractions é'ultrafiltration

BU

Y LILLE

//# 16
g = 2,0036

Figure IIg : Spectre RPE de 1'AHF & l'état de poudre



Cependant, l'étude en spectrométrie infra-rouge a montré gque dans les

fractions de taillemoléculaire élevée, on rencontrait surtout des cycles
aromatiques polysubstitués, des fonctions phénols et des structures
guinoniques. Ces observations permettent de penser, en accord avec la
littérature, que le paramagnétisme observé dans les fractions de taille
. moléculaire élevée serait 1lié 4 la présence de radicaux anions
semi-quinoniques (STEELINK et coll., 1983) ou & des radicaux phénoxyle
(TOLLIN et STEELINK, 1966). Ces radicaux sont généralement stables &
température ambiante et ont des facteurs g voisins de 2,0040 (MULLER et
coll., 1959)."0n peut donc raisonnablement attribuer 1'existence du
paramégnétisme & la présence de radicaux anions semi-guinoniques qui, par

oxydation donnent la forme quinonique:
. O
|
. - f—-———-“"}
e——— e + ©
!
O — O

”

--O.

Au vu de 1'importance des effets paramagnétiques qui rendent
difficile l'acquisition d'un spectre RMN exploitable pour 1'AEHF,
difficultés auxquelles ont été confrontés de nombreux auteurs

(STEELINK et coll., 1983), nous n'avons pas approfondi cette étude.

Une proposition de schéma structural regroupant ces résultats a pu

&tre établie (Figure II_). Cette structure est comparable 3 celle établie par

8
MURRAY et coll. (1983) a la suite d'une simulation sur ordinateur, menée dans
le but de modéliser les sites potentiels de complexation. Les principales

structures comportant un, deux ou trois sites voisins, en particulier de type

salicylate et phtalate, se retrouvent bien dans nos résultats.

~
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Figure Ilg : Schéma structural proposé pour 1'AHF
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3.2- Propriétés complexantes

L'étude structurale de l'acide humique FLUKA a révélé la présence
de groupements fonctionnels phénate, benzoate, phtalate, salicylate et 4’
espéces radicalaires semi-quinoniques, gui sont autant de sites potentiels
d'interaction avec des cations métalliques (EBENGA et coll., 1986). Dans
cette partie, nous étudierons les propriétés complexantes de 1'AEF
vis-d-vis du cadmium en utilisant la spectrométrie de résonance magnétique
nucléaire du cadmium-113 (RMN 113cd) ainsi gue les techniqués

électrochimiques (PIDRA et électrode sélective).
3.2.1- Cinétigque de complexation du cadmium

La courbe (figure IIg) exprimant la cinétique de complexation
du éadmium, déterminée & l'aide d'une électrode sélective, montre que le
cadmium n'est pas immédiatement complexé par 1'AHF, mais qu'il faut attendre
deux jours bour que l'équilibre entre forme libre et forme complexée du cation

soit atteint. La capacité complexante est, dans ces conditions, &gale &

6,78.10"8% g cd.mg~1 aHF.

3.2.2- Recherche par RMN 113Cd de différents types de

sites de complexation

.

Les solutions aqueuses examinées en RMN 113ca sont titrées
lg.l“l en AHF et & 2,5.10"2 M en nitrate de cadmium. En utilisant
des tubes de 10mm de diamétre, les spectres de ces solutions sont
enregistrés 3 l'aide d'un spectrométre haute résolution Brucker WP 80, &
17,774 MHz. L'eau lourde est utilisée pour le verrouillage en fréquence et
les glissements chimiques observés sont exprimés par rapport & la référence
sulfate de cadmium (2M). La fenétre spectrale est de 1000 Hz, la
largeur de pulse et le temps d'acquisition valent respectivement 4 ps et
4,096 s.

On peut observer (figure IIg) trois pics de résonance situés
respectivement & +2,48, +0,9 et -22,7ppm par rapport & la référence.

L'attribution du pic & 0,9ppm & l'ion cd?* libre est réalisée au vu de

l'enregistrement de solutions titrées en cadmium (ELLIS, 1983).
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figure I115 Spect-e mw 113Ca d'une solution aqueuse titrée & 2,5.1072 M en cadmium et
1 3.1°% en ABF
ELLIS (1983) et WANG et GILPIN (1983) ont montré gue les

glissements chimigues 113¢ca du cation complexé sont fortement
dépendants des hétéroatomes présents au site de complexation. Les sites a
ligands oxygénés provoquant un net accroissement d'écran électronigque
autour du noyau cadmium, on peut attribuer le pic observé & -22,7ppm au
cadmium complexé dans les sites de type benzoate, phtalate ou salicylate ou
méme polyfonctionnel, au sein de la structure humique et dont les atomes
d'oxygéne peuvent assurer la coordinence 6 du cadmium. La résonance a
+2,48ppm correspondant 3 une diminution d'écran électronigue par rapport a
l'ion cadmium libre, peut é€tre attribuée au cadmium engagé dans des
complexes & ligands mixtes, soit azote - oxygéne, soit soufre - oxygéne. La
probabilité d'établissement des seconds est plus élevée gue celle des
premiers, au vu des résultas de l'analyse élémentaire (HULJEV et STROHAL,
1983) établissant un pourcentage de soufre de 2,4% contre environ 0,5% pour
l'azote. Cependant, la variation d'écran électronique devrait dans ce cas
étre plus marquée, par suite de la trés forte diminution d'écran sous
l'effet du soufre (CARSON et coll., 1981l). Il n'est malheureusement pas

possible de préciser mieux les hétéroatomes responsables de ce deuxiéme




type de sites par suite de la structure complexe et de la haute masse
molaire de 1'AHF, au sein de laguelle les facteurs topologiques sont
également & prendre en considération. Le signe négatif du rapport
gyromagnétique de l'isotope 113 du cadmium empéche toute guantification
exacte des espéces complexées. On peut cependant considérer que, dans les
conditions expérimentales, l'effet Overhauser affecte dans des proportions
voisines les résonances dues aux ions complexés et gqu'il existe plus d'ions

complexés & +2,48ppm qu'a -22,7ppm.
3.2.3- Résultats de 1'étude électrochimique

Aprés un temps de contact de quarante huit heures entre 1'AHF et
différentes concentrations en cadmium, nous avons mesuré respectivement par
PIDRA et électrode sélective, les concentration et activité en cadmium
libre (figure II 11)

L'étude polarographique a permis de constater gque, des que la
concentration en cadmium total devient supérieure a 7}pg.mg'lAHF, la
réponse en cadmium libre dans le milieu contenant 1'AHF est supérieure a
celle du cadmium total mesuré dans un milieu dépourvu de ligand. C'est
pourquoi dans la figure précédente, nous avons limité & cette concentation
le domaine d'utilisation de la PIDRA. Des pertubations du courant de
diffusion dans des solutions contenant des ligands ont déja été€ signalées
par d'autres auteurs qui invoquent soit l'influence du pH (WAHDAT et NEEB,
1983), soit l;existence des phénoménes d'adsorption du ligand sur
l'électrode de mesure, que l'on ne peut invoquer ici (Cf paragraphe 2.1.1).
Une troisiéme cause de pertubation du courant de diffusion peut étre
constituée par les propriétés tensio-actives du ligand (KOZARAC et coll.,
1986)-

Les deux courbes relatives & la PIDRA et & 1l'électrode sélective
(figure II4y) présentent cependant une partie commune lorsgque la
concentration totale en cadmium est inférieure & 2 g Cd.mg"1 AHF.

La rupture de la colinéarité observée au-deld de 2 ng.Cd.mg™1
d'AHF traduirait un désengagement du cadmium de formes électrochimigquement
labiles au niveau de l'électode de mercure. Il semble donc que, dans la
gamme de concentrations étudides, le cadmium donne lieu & au moins deux
types de complexes, les sites responsables pouvant &tre situés soit " a
coeur", soit en périphérie des structures humigques (GIESY et coll., 1977;

WERSHAW et coll., 1977).
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3.2.4~ Détermination des paramétres complexants par la

formulation de SCATCHARD

Les concentrations en cadmium libre retenues pour déterminer les
paramétres complexants (constante conditionnelle de stabilité et nombre de
sites) sont celles gui permettent un tracé continu de la courbe
[ ce] comprexe = £ [c8)iorar (Figure II ). La méthode de
SCATCHARD, qui présente l'avantage par rapport & toutes les autres de tenir
compte de l'existence de plusieﬁrs types de sites de complexation, a été
appliquée & la détermination des différentes constantes de stabilité

correspondantes. La transformation er coordonnées de SCATCHARD est donnée

dans le tableau Ily. =
Le tracé de la courbe fEETTg £ (y ) permet la détermination des

paramétres complexants par la méthode des asymptotes (figure IIlBM. Par

cette méthode, deux types de site de complexation apparaissent avec nj = 1 et
no = 10. Leurs constantes conditionnelles de stabilité respectives sont

K'y) = 2,55.107M" 1 et Ky = 3.10°M"1, ces résultats ont &té confortés par le
second procédé donnant ny = 1, n, = 10 avec K'y = 2.107M "1 et X, = 8,5.105M-1,
cette derniére valeur fournissant un ordre de grandeur (figure II;;) (POMMERY
et coll., 1987).

Il est intéressant de rapprocher le nombre total de sites de la
capacité complexante déterminée par ailleurs. Celle-ci est de 6,78.10"8
atg Cd.mg’lAHF, valeur compatible avec ni+n, égal & 1ll. Par
ailleurs, les constantes de stabilité obtenues sont nettement supérieures
aux valeurs publides (de l1'ordre de 10° M~1 par BHAT et WEBER
(19822) dans le cas d'acide fulvigue, et par ALBERTS et GIESY (1983) pour

des composés organiques, tous deux extraits du milieu naturel.

/ -1

/ log x
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Figure Ilj; : Représentation graphique de Scatchard pour l'interaction ion cadmium=-AEF :
néthode des asymptotes




3.3- DISCUSSION

Ce travail a permis de justifier l'intérét de la démarche
“analytique définie par les résultats obtenus. La complémentarité des
méthodes d'investigation structurale et d'analyse électrochimique a:

- caréctérisé les interactions entre le cadmium et 1'AHF

- &tabli la faible représentativité de ce matériel de référence.

En ce qui concerne les interactions cadmium-AHF , la

proportionnalité entre l'intensité du courant de diffusion et la
cocentration en métal libre est affectdée par la présence de ce ‘type de
ligand. De plus, au-dela de 2 ug Cd.mg'l AHF, il s'établit des formes
complexes instables vis-3-vis de l'analyse par PIDRA. Néanmoins, aux
faibles concentrations, cette technique fournit des valeurs plus précises
que 1'électrode sélective. L'association de ces deux techniques a révélé
l'existence de complexes de stabilités différentes. Une approche de la
nature des sites d'interaction par RMN 113Cd 5 mis en &vidence

l'existence d'au moins deux types de complexes, ce qui conforte 1'hypothése
précédente.

La détermination des constantes conditionnelles de stabilité a &té
menée par la méthode de SCATCHARD qui, malgré les controverses, s'est
révélée étre une méthode de choix pour 1l'étude de complexants pouvant
présenter plusieurs types de sites d'interaction. Le traitement graphique
reste bien adapté dans le cas ol les constantes conditionnelles de
stabilité sont &levées; ainsi, deux types de sites ont pu étre mis en
évidence, susceptibles de complexer respectivement 1 et 10 ions cadmium par
molécule d'acide humique, avec les constantes de stabilité correspondantes
de 1'ordre de 107 et 105 M~1.

Malheureusement, la structure complexe des AHF géne

considérablement toute approche précise des sites d'interaction et il est
nécessaire, pour une étude plus approfondie, de maitriser les éléments
structuraux constitutifs. De plus, leur masse molaire élevée doit étre a
l'origine de phénoménes de complexation relativement forts, non rencontrés
dans les matériaux naturels en milieu aquatigue et se produisant au coeur
des structures "agrégatives” résultant d'un auto-assemblage
supramacromoléculaire. Les valeurs élevées des constantes de stabilité
mesurées ne permettent plus de prendre les AHF pour les études de
modélisation. Leur manque de représentativité nous a conduit a proposer un
modéle mieux adapté pour lequel le procédé de synthése sera progressivement

établi.




CHAPITRE Il

PREMIER ESSAI DE MODELISATION :

SYNTHESE A PARTIR DE L'HYDROQUINONE




La mauvaise représentativité de l1l'acide humique Fluka a été |
démontrée & la fois sur le plan structural et sur celui des propriétés
complexantes. Une autre étude également menée au laboratoire (URIEN, 1986) !
a récemment révélé que ce matériel a un comportement notablement différent
de celui des matériaux humiques naturels vis-a-vis des traitements oxydants
de 1l'eau. En particulier, il manifeste & l'occasion de 1l'étape de
chloration, une activité génotoxique beaucoup plus faible que celle obtenue
& partir de matériaux humiques naturels.

La nécessité d'élaborer un modéle humique original nous a donc

amené & définir un procédé de synthése en respectant les impératifs

structuraux des substances humiques naturelles.

1- PROCEDE DE SYNTHESE

1.1- Choix de la molécule de départ

Les substances humigues naturelles présentent une structure
macromoléculaire trés complexe, constituée de divers éléments structuraux
aliphatiques ou aromatiques et comportent de nombreux groupements
phénoligues et carboxyligques. Dans la synthése d'un modéle humique, il
apparait donc nécessaire d'utiliser un composé présentant ces groupements
fonctionnels, et susceptible de conduire, par polyrecombinaison, & un
produit macromoléculaire.

Nous avons donc retenu 1l'hydroquinone comme molécule de départ pour
la synthése d'un modéle humigue, en prenant en compte les travaux de CORNEC
et BRUSSET (1950) qui avaient montré qgue des molécules aromatiques,
susceptibles de prendre une forme quinonigue, donnent par oxydation un

composé macromoléculaire.

1.2- Choix du milieu réactionnel oxydant

La polycondensation de la molécule d'hydroguinone étant réalisable
par oxydation, il convient d'utiliser un réactif ayant un pouvoir oxydant
élevé. Nous avons retenu 1'ion persulfate S,0g~2 de potentiel
normal E° = +2,05V. CORNEC et BRUSSET (1950) ont en effet montré que par

rapport & d'autres réactifs oxydants tels que l'air, l'hypochlorite de
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sodium et l'eau oxygénée, le persulfate en présence d'ions ferreux
(Fe?*) et en milieu basique, conduit & la formation rapide et en

guantité relativement importante, de produit de polycondensation.

1.3- Déroulement de la synthése du modele humique hydroquinone (MHEH)

La synthése du modéle humique est effectuée dans un volume de 250ml
d'une solution basique & pH = 12 (NaOH 2N). Le pH de cette solution est
maintenu constant afin d'éviter, aprés introduction des réactifs, toute
fluctuation préjudiciable & la reproductibilité du produit de synthése, par
suite de la formation de dérivés gquinhydroniques insolubles. On y introduit
successivement au temps:

-t 0: 2,73 1072 mole d 'hydroguinone

"

-t 1l minute: 6,5 10~4 mole de sulfate ferreux

L}

- t = 4 minutes: 1,05 10”2 mole persulfate de sodium.
On obtient une solution brunftre qui est laissée & 1l'obscurité pendant
quafre jours et & 20°C, pour favoriser l'évolution de la polycondensation.

Cette solution est ensuite filtrée.

Une proposition du mécanisme d'initiation de la réaction a été
formulée par CHAWLA et FESSENDEN (1975), STEEKEN et coll. (1977), en
étudiant les réactions d'oxydation de quelques composés aromatigques par
l'ion radical sulfate (°0S0O3). Ces auteurs ont montré qu'en milieu
agqueux et basique, il peut s'établir une compétition entre les radicaux ion
sulfate (6803‘) et hydroxyle (OH). En effet, ce dernier peut é&tre

généré dans le milieu réactionnel suivant les équations:

Fe2* + 5,0g27z====Fe3* + 85042 + 0503"
6803‘ + TOH ;::::::=:==,so42‘ + OH

0503~ + Hp0 mm—————= HSO4~ + OH

La derniére équation expliquerait l'acidification du milieu
réactionnel observée pendant l'oxydation, ce qui entrainerait la
formation de gquinhydrone lorsque le pH devient trés acide. C'est pourquoi
il a été nécessaire de maintenir un milieu fortement basique pendant la

synthése.




l.4- 1Isolement de la forme moléculaire

La forme moléculaire du modéle humique est obtenue aprés avoir
éliminé par dialyse, des ions sodium.

A cet effet, la solution brunétre (250ml) est placée a
l'interieur d'une membrane de dialyse (point de coupure 5000) en forme de
"boudin" que l'on plonge dans cing litres d'eau déminéralisée, sous
agitation pendant 48 heures. La fin de la dialyse est indiquée par la
constance du pH de l'eau (pH = 7) et de la solution contenue dans le
"boudin" (pH = 3,5). La forme moléculaire définitive est obtenue par
passage au travers d'une colonne contenant une résine Amberlite IR-120H.
Cette élimination est contrélée au moyen de la spectrophotométrie
d'émission.

Aprés lyophilisation, le résidu brundtre oktenu est de 1l'ordre de

400mg.

2- CARACTERISATION DU MODELE HUMIQUE-HYDROQUINONE (MHH).

Les techniques spectrométriques et électrochimigques expérimentées

précédemment sur l'acide humique FLUKA (AHF), sont reprises dans l'étude de

la structure et des propriétés complexantes du modéle humique-hydroquinone

(MHH) .

2.1- Etude structurale

2.1.1- Taille moléculaire

Par ultrafiltration du MHH, différentes tailles moléculaires ont pu

étre sépardes. La masse de chaque fraction, obtenue par pesée, a permis

d'évaluer leurs proportions massiques qui sont regroupées dans le tableau IIIy .




TAILLE MOLECULAIRE (TM) PROPORTION MASSIQUE

@ ™ > 3.103 38 %
@ 3,105 > ™™™ > 5.104 ' 60 %
() s5.104 > ™ > 5.103 1%
@ 5.103 > ™ 0,68 %

Tableau IIIy: Taille moléculaire et répartition des différentes fractions
d'ultrafiltration du MHEH

La répaftition des proportions massigues montre gue le MHE est
essentiellemnet constitué d'éléments structuraux de masse molaire €levée,
comme 1'ABF avec cependant une masse molaire moyenne légerement inférieure.
La comparaison demeure toutefois difficile & établir compte tenu du fait
gue la dialyse & pu laisser s'échapper une proportion non négligeable de

petites molécules.
2.1.2~ Etude par spectrophotométrie UV

Les spectres UV du modéle humigue et de l'hydroguinone dent il est
issu, sont présentés sur la figure III;. L'hydroquinone présente quatre
bandes d'absorption attribuables aux transitions électroniques suivantes:

- 196nm: Ti.-—--—é T*et V| —— G"x (noyaux aromatigues et divers
groupements hyvdroxyle,

- 220nm

- 243mm \ W e——> T* (noyaux aromatiques)

- 285nm
Au contraire, celui du MHE ne présente aucune bande d'absorption caractéristigue
et ressemble & ceux obtenus d'une facon générale pour des substances humiques
naturelles (GHOSH et SCENITZER, 1879 ; VISSER, 1984), et tend & prouver qu'il

s'est produit une pelycondensation.

L'utilisation de la spectrophotmétrie UV a permis d'apprécier la

répartition des groupements hydroxyle et des cycles aromatiques des
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différentes fractions d'ultrafiltration et modulée selon 1'importance

pondérale (tableau IIIyy).

‘| rENEDR
DE DIVERS TENEUR DES CYCLES Rapport OB/,
GROUPEMENTS 0Of AROMATIQUES 7 @

MHH non fractionné 100 . 100

@ ™ > 3.105 14,23 (0,37) 20,54 (0,54) 0,68

’ ’

@ 3.105 > ™ > 5.104 47,44 (0,79) 66,21 (1,10) 0,72
@ 5.104 > ™™ > s5.103} 8,39 (8,39) 3,80 (3,80) 2,20
@s.103 > T™ 29,93 (44,01 9,43 (13,86) 3,17

Tableau IIIy7 -Répartition (%) des groupeménts hydroxyle et aromatiques dans les

différentes fractions d'ultkrafiltration du MHH

L;'représentation graphigue (figﬁre ci-aprés) de 1l'évolution du
rappori pourcentage en groupement fonctionnel/pourcentage en masse de chaque
fraction en fonction de la taille moléculaire montre :

- que seuie la fraction (:) présente un caractére aromatique et hydroxylé trés
important

- une continuité de décroissance de ce rapport.

Le comportement particulier de la fraction (:) est certainement
atiribuable‘é la’ perte de matiére qu'occasionne l'étape de dialyse. Compte-
tenu de cette observation, le MHE semble constituer un matériel humique
relativement homogéne, contrairement a l1'AHF pour leqguel on pouvait noter une
nette discontinuité pour la fraction <:) .

Si l'on s'intéresse maintenant au nombre de groupements hydroxyle
par unité de cycle aromatique, op en observe une diminution progressive quand

la taille moléculaire croit.




% groupement fonctionnel

% masse de la fraction de MHH

40 |}

Groupements hydroxyle

24 }

16

Noyaux aromatiques

5 105 3.105 Taille
10 2 moléculaire

La variation des coefficients d'extinction molaire avec la structure
et, en particulier, avec le degré de polymérisation doit limiter la
fiabilité de ces valeurs. Cependant, apparaft nettement la tendance d'un
engagement progressif des groupements hydroxyle au fur et & mesure de

l1'édification du MHH.

2,1.3- Etude par pHmétrie

L'étude pHmétrique est réalisée sur une solution de 100mg.1”1
de MHH obtenue & partir d'une solution mére de 1g.1"! en MHH dissous
dans la soude 0,1N. Le dosage est effectué par de 1l'acide chlorhydrique
0,5N., On obtient une courbe (figure III;) qui présente un seul point
d'inflexion, ce qui indique l'existence d'un seul type de groupement
fonctionnel distinguable en pHmétrie. Le pKa = 9,9 obtenu peut étre

attribué aux groupements de type hydroxyle phénolique.




12

10
pKa =9,9

Figure IIs

0,8.1073H*

30

40  Vgcl (ml)

Courbe de dosage pHmétrigque du MHH (100 mg.l'l)

dissous dans la soude (0,1 N)
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2.1.4~ BEtude par spectrométrie infra-rouge
2.1.4.1- Etude du modéle humique-hydroguinone (MHH)

L'attribution des absorptions observées (figure IIIzb) aux
vibrations de différents groupements fonctionnels est effectuée (tableau
IIIyry) suivant des études précédemment réalisées sur des molécules
organiques phénoliques par HIDALGO et OTERO (1960) et GREEN (1961).
Contrairement au spectre de 1l'hydroguinone (figure IIIza), celui du MHH
est faiblement résolu et confirme la formation d'un produit résultant &'une
polycondensation.

Le spectre du MHH présente trois régions de forte absorption.

-V — o o— - s - - ——

On observe dans cette région, une trés large bande d'absorption
avec des maxima & 3440cm~1 et 3160cm™l, attribuables aux vibrations
des groupements de type hydroxyle phénolique, et un épaulement &
3040cm™1 qui peut étre attribué aux groupements de type CH

aromatique.

Région 1800cm™1 - 900cm”t

Cette région est caractérisée par une forte et large absorption
avec un maximum & 1110cm™! et des épaulements & 1130cm~1 et
1170cm™1, correspondant aux vibrations d'élongation de valence des
groupements—é—o phénoliques et aux vibrations de déformation des
groupements OH phénoliques. Une moyenne et large absorption & 1620cm~1
et une autre, de faible intensité & 1510cm~1, révélent la présence de
groupements:t=d:de type aromatique. A 1400cm™1, on observe une forte
absorption attribuable aux groupements-&—o de type phénol. Contrairement a
l'acide humique FLUKA, le MHH ne présente pas d'absorption entre
1650cm™1 et 1750cm~1 caractéristique des groupements de type:r=o
(carboxyle ou carbonyle). Ceci confirme l'absence de tels groupements dans

la structure du MHH.
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Figure IIl3: Spectres d'absorption infra-rouge de l'hydroquinone (a)
- et du MHE (b)

nombre d'accumulations: 1 pour 1'hydroquinone
64 pour MHH
résolution = 4cm”!




HYDROQU INONE MBH
FREQUENCES (cm™1) BT FREQUENCES (cm™l) ET
INTENSITES DES RAIES ATTRIBUTIONS INTENSITES DRS RAIES ATTRIBUTIONS
3 . . :
3 264 F y oH (phénolique) 3 :gg : i } Y OH (phénolique)
3024 m P CH (aromatique) 3 040 f.1 N romati
(€paulément) CH (aromatique)
1 632 £
1 2 f 1 .
6l ?C=C (noyau aromatique) 620 m.1 QC=C (noyau aroma-
1 520 F 1 510m tique)
1 472 F
1 400 m D c-0 phénol
4
1354 m JOH (phénoligue)
1 332 (épaulement)
1 260 m
1 238 m ?C—O (phénolique)
1 208 F
& 1 160 (épaulement) CYCH {(aromatique)
1 188 F 1 130 (épaulement)
1 160 1 110 F.1 QC-O {phénolique)
1 116 5CH (aromatigque)
1 098
1 008
940 1
920 ’Y‘CH (aromatique)
892
824
807 écycle aromatigue
760 ngH (aromatique)
685 'gcycle aromatigue 640 chcle aromatigue
606 5cycle aromatique 618 6cycle aromatique
520 chycle aromatique

Tableau IIIyyy:

Principales fréquences de vibrations infra-rouge observées pour
1'hydroquinone et le MHH, et attributions proposées.

Vibrations de valence (v ), de déformation dans le plan (c;) hors
du plan (¥ ). Intensité forte (F), faible (f), moyenne (m)
bande large (1). '




______ ! - 500em™?
Deux absorptions seulement, fines et d'intensité moyenne, situées

l'une & 640cm™1 et 1'autre & 620cm™1, occupent cette région. Elles

correspondent aux vibrations de déformation respectivement dans et hors du

plan du noyau aromatigue.

Comme le spectre du MHH présente essentiellement de larges bandes
qui sont des enveloppes de raies fines d'absorption, il est apparu
important d'étudier les spectres de ses différentes fractions afin

d'obtenir de plus amples renseignements sur sa structure.
2.1.4.2- Btude des différentes fractions (figure III,)

Le tableau IIIyy rassemble les fréquences observées sur les
différentes fractions et les attributions aux principaux groupements
fonctionnels observés.

Le spectre de la fraction C) présente une allure générale
identigque 3 celle du produit entier. On observe néanmoins, dans le domaine
3800cm~L1 -~ 2400em™1, que les deux bandes d'absorption qui s'y
trouvent (3420cm™ ! et 3180cm’l), deviennent d'égale intensité.

L'intensité de la raie situde & 1110cm™! (vibrations d'élongation de
aé—o, de déformation de OH et de CH) devient plus importante par rapport a
celle des bandes situdes & 3180cm™l et 3420cm™! relatives aux

groupements OH.

La fraction (:) donne un spectre identique & celui du produit
entier. La dissymétrie constatée pour le produit enntier dans l'absorption
des bandes situdes entre 3800cm™1 et 2400cm™1 réapparait dans le
spectre de cette fraction. L'analogie structurale de cette derniére avec le
produit entier a &té déja observée dans les résultats d'ultrafiltration ol
cette fraction était représentative du point de vue masse molaire. Les
résultats spectrophotométriques ont montré aussi gue cette fraction
présentait d'importantes absorptions relatives aux différents groupements
fonctionnels observés, ce qui s'explique par l'importance de sa masse

molaire et qui la rapproche de la structure du produit entier.
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PREQUENCES {cm~l) BT INTENSITES ATTRIBUTIONS

3 420 m. 1
O {(ph i
3 180 m.1 )) phénolique)

3 000 {épaulement) ))CH (aromatique)

—

—

400 m

388 (épaulement) QC-O {phénolique)

—

1 160 (épaulement)

130 (épaulement) (SCH (aromatique) ;JOB {phénolique)

-

630 m.1 9 .
C =
1 508 £ } C (noyau aromatique)

1 110 F.1
638 m chcle aromatique
618 m chcle aromatique
® 3 400 £.1

3 160 F.1 QOH (phénolique)

QCH {aromatique)

“

000 (épaulement)

o

1 400 m .

C—
1 382 (épaulement) Q 0 (phénolique)
1 160 (épaulement)

1 127 (épaulement) JCB (aromatique) ; JOH phénolique

620 m.1 Q _ .
504 £ } ¢ = C (noyau aromatique)

1 104 F.1
640 m '{ cycle aromatique
6l8 m chcle aromatique
@ 3 400 m.1 :
3 160 m.P.1 ?OH (phénoligque)
3 000 (épaulement) )}CH {aromatique)
1630 m Q - .
1512 m } C ¢ (noyau aromatique)
1 400 m A )C-O {phénolique)
1 160 (épaulement)
1 126 (épaulement) JCH (aromatigue)
1 100 F.1 ,
638 m ,{cycle aromatique
618 m chcle aromatique
3 440 m.1 .
OH
@ 3 140 m.1 } Q (phénolique)
3 030 (épaulement)
tgig l_: } 9C=C (noyau aromatique)
1400 F QC-O (phénolique)
1130 F . . .
1110 F } JCB (armtxque);éOB (phénolique)
8
722 § } YCH (aromatique) f

4
R L
640 m }’cyclc aromatique

618 w cycle aromatique

Ltg

Tableau IIIyy

.
.

Principales fréquences des vibrations observées pour les
différentes fractions d'ultrafiltration du MHH et
attributions proposées

Vibration de valence (9 ), de déformation dans le plan (6 ),

hors du plan (¥). Intensité forte (F), faible (f),
moyenne (m), bande large (1)

=

L
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La fraction (:) présente les absorptions & 1400cm™1

(attribuables aux groupements de type-&—o et OH) et & 1100cm~1
(groupements-¢-0), d'intensité importante par rapport a celle des bandes
‘situées a 3160cm™1 et 3400cm™l (CH et OH aromatiques). On observe

aussi que l'intensité relative de la raie situde & 1400cm™l augmente et
tend & égaler celle de la raie situde & 1100cm™1. A 758cm~! et

830cm™1 on remargue une apparition d'absorptions d'intensité

relativement faible, correspondant aux vibrations des groupements CH hors

du plan des cycles aromatiques substitués en position 1,4.

Dans la fraction (:) , les intensités des raies & 1400cm™ 1 et 2
1100em™1, deviennent encore beaucoup plus importantes gue celles des
bandes situées & 3160cm™1. on observe en plus une inversion d'intensité
entre la raie situde & 1400cm™1 et celle a 1100cm™1l. Cette
inversion d'intensité est & rapprocher aux résultats spectrophotométrigues
ol la fraction(:)présentait des proportions iméortantes en groupements
hydroxyle et en cycles aromatiques. L'apparition des raies a 830cm~t et
4 758cm~! est beaucoup plus nette. Ceci est le reflet d'un
désengagement de structures aromatiques dont les protons devaient
participer & des assemblages supramoléculaires, en particulier par liaisons

hydrogéne.

2.1.5- Etude par spectrométrie de résonance magnétique

nucléaire du proton (RMN 1),

Contrairement & 1'AHF, le MHH ne manifeste pas de paramagnétisme.
L'absence de cette propriété vérifiée par spectrométrie de résonance
paramagnétique (RPE) a permis d'obtenir, dans des conditions relativement
faciles, le spectre RMN du proton du MHH réalisé dans de l'eau deutéride
(Dy0) & 60mg.1"1 (figure IIIg). On observe un seul pic intense
& 6;9ppm, attribuable & des protons armatiques et reflétant le caractére de
symétrie marquée que doit présenter l'environnement électronique de ces

noyaux.
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(:) HOD

(N} 2
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Figure IIIg : Spectre RMN lH du MHH (60 mg.1™l) dans D,0

Si la spectrophotométrie UV nous renseigne sur l'aspect quantitatif
des groupements fonctionnels du MHH, la spectrométrie infra-rouge confirme
qualitativement leur existence dans sa structure chimique. Les résultats
donnés par la spectrométrie RMN 1, en plus de ceux obtenus par les
autres méthodes spectroscopiques et potentiométriques, nous conduisent a
penser que le motif essentiel de la structure chimigque doit étre du type

suivant:

————r——




2.2~ Propriétés complexantes

L'étude structurale du MHH a montré les limites de ce modéle par
rapport aux objectifs fixés, tels que l'absence de groupements fonctionnels
de type carboxyle et le caractére par trop répétitif du motif structural de
base.

Néanmoins, si ce MHH n'est pas satisfaisant du point de vue
structural, l'étude de ses propriétés complexantes doit nous permettre
d'apprécier la participation aux phénoménes de complexation, des cycles
aromatiques et des groupements hydroxyle. De plus, le réle de la
conformation structurale résultant d'une association agrégative, peut
8tre précisé au moyen du MHH. Contrairement & 1'AHF, pour leguel nous
avons déterminé les constantes de complexation vis-a-vis du cadmium, et en
raison de 1'intérét limité que présente le MHH, 1'étude des propriétés
complexantes de ce "modéle” ne comportera que, d'une part, la détermination
de la cinétique de complexation de ce métal et, d'autre part, 1l'évaluation
des capacités complexantes du MHE et de ses différentes fractions

d'ultrafiltration.

e i e e e M e e e e - - W A . - — —— — A e O AR - —— e — .

L'étude cinétique a ét€ menée par électrode sélective. La
complexation s'effectue plus rapidement que pour 1'AHF et l'équilibre entre
la forme libre et la forme complexée est atteint en moins de 24 heures

La valeur moyenne de la capacité complexante est de
3,65.10"%tg Ccl.mg'l MHH, & 1'équilibre. Elle est inférieure &
celle de 1'AHF (6,78.1078 atg Cd.mg"l AHF) et des substances
humiques d'origine aquatique qui présentent des valeurs allant de
1,7.10"7 a 2,8.10"7 atg.cd.mg”1 substances humiques
(NEUBECKER et ALLEN, 1983). /

Dans les différentes fractions, 1'état d'équilibre de complexation
du cadmium est trés rapidement atteint pour des fractions <:) et <:> de
faible taille moléculaire, tandis que celui des fractions (:) et (:) de
taille moléculaire élevée, s'effectue progressivement. Il n'est atteint
qu'au bout de trois jours de contact pour la fraction (:). Les
caractéristiques cinétiques de cette fraction semblent donc étre
dépendantes de ses interactions avec les autres et l'ultrafiltration a

éliminé ces interactions.




Pour chacun des temps de contact étudiés, la somme des quantités de
cadmium complexées par les différentes fractions du MHH est légérement
supérieure & la quantité de cadmium complexée par le produit entier. La
encore, le rdle spécifique de l'ultrafiltration est de rendre accessible

au cadmium certains sites potentiels & la complexation.

[Cd]complexé 4
( u9-1’1)

" >
v

1 2 3 4 5 Temps {jours)

Figure IIIG Cinétique de complexation du cadmium par le MHH et ses

différentes fractions
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2.3- Conclusion
L'étude du MHH nous a permis d'obtenir de nombreux renseignements:

- le MHH présente une structure essentiellement répétitive du motif

structural de base

——

L ¢ |

trés peu représentative de la structure des substances humiques naturelles,

- la complexation des métaux par les substances humiques peut
étre liée 3 la conformation striucturale de ces derniéres

- le MHH ne présente pas de groupements carboxyle et carbonyle qui
constituent pourtant deux des principaux groupements fonctionnels des
acides fulvigues d'origine aquatique.

Comme nous pouvons le constater, le MHH n'est pas suffisamment
représentatif des substances humiques naturelles, tant sur le plan
structural qgue sur celui des propriétés complexantes. Ces conclusions nous
ont amené 3 proposer une autre molécule d'acide phénoligue pour synthétiser
un modéle humique plus proche des substances humigues naturelles retrouvées

en milieu aquatique.
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CHAPITRE IV

PRESENTATION D'UN MODELE HUMIQUE ORIGINAL

OBTENU A PARTIR DE L'ACIDE GENTISIQUE




Les insuffisances observées sur le modéle humigue-hydroquinone
(MHH), tant sur le plan structural qu'au niveau de ses propriétés
complexaﬁtes, ont conduit & reconsidérer la synthése chimique d'un modéle
humigue. La molécule d'hydroquinone, précédemment utilisée comme molécule
initiale, est ici remplacée par celle d'acide gentisique ou acide
dihydroxy~- 2,5 benzocique.

Cette molécule, constituée de groupements fonctionnels constamment
rencontrés dans la structure des substances humiques naturelles (SCHNITZER
et GUPTA, 1965; CARIATI et coll., 1983), présente en plus un double
avantage lors de l'oxydation par le persulfate en milieu basigque:

- la possibilité de donner une forme quinonique, gréce aux
groupements ﬁydroxyle situés en para

- la présence d'un groupement carboxyle qui peut donner une
orientation supplémentaire & la polycondensation, par rapport & celle
rencontrée dans le cas du MHH.

De plus, on peut s'attendre & retrouver le groupement carboxyle
dans la structure du produit de synthése et, par conséquent, des sites de
type salicylate ou phtalate généralement observés dans la structure des
substances humiqgues naturelles. Nous traiterons donc successivement de la
synthése et de l'isolement du MHG suivis de 1'étude de sa structure et de

ses propriétés complexantes.
1~ MODE OPERATOIRE POUR LA SYNTHESE DU MODELE HUMIQUE~GENTISIQUE (MHG)

1.1- Milieu réactionnel et déroulement de synthése

Comme précédemment, 1'ensemble Fe?*/S,0g2~ est
utilisé comme réactif oxydant. Mais, dans le cas présent, la solution
d'hydroxyde de sodium 2N est d'abord portée & 80°C avant l'introduction
successive aux temps:

- 0: 2,73.1()‘2 mole d'acide gentisique

1 minute: 6,5.10'4 mole de sulfate ferreux

1

4 minutes: 1,05.10"2 mole de persulfate de sodium
- 14 minutes: 7.10"3 mole de ditertiobutyl~-3,5 hydroxy-4
toluéne (BHT).
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Le chauffage préalable du milieu réactionnel permet d'accélérer la
vitesse des réactions d'oxydation de l'acide gentisique et de
poclycondensation des produits formés. Le volume du mélange réactionnel est
maintenu constant 3 l'aide d'un systéme réfrigérant 3 reflux. Le BHT,
composé anti-oxydant, d'ailleurs identifié dans la structure des substances
humiques naturélles extraites des sédiments de riviére (NAGASE et coll.,
1984), est utilisé afin de limiter la propagation de la polycondensation et
de réduire la taille moléculaire du produit de synthése.

Cing minutes aprés l'introduction du BHT dans le mélange
réactionnel, ce dernier est refroidi & 25°C en plongeant le réacteur dans

un bain de glace puis filtré.

1.2- 1Isolement de la forme moléculaire

Le pH du milieu réactionnel est amené & 9 3 l'aide d'une solution
concentrée d'acide chlorhydrique afin de respecter les conditions de pH de
la membrane d'ultrafiltration. Cette filtration sur membrane Amicon YCO5 de
point de coupure 500 permet 1'élimination de l'essentiel des ions Nat,
8042“, Cl~ par lavage & l'eau déminéralisée. Le terme du lavage
a été apprécié par l'élimination compléte dans l'ultrafiltrat, de l'acide
gentisigue en excés (contrbdle effectué en UV sur la bande caractéristique
a 320nm).

La purification du MHG est poursuivie par percolation sur une
colonne coﬂtenant une résine Amberlite échangeuse des cations de type
IR-120H. Ceci permet l'élimination des ions sodium en interaction avec les
groupements basiques du MHG, contrdlée par spectrophotométrie d'émission
4 589nm. Par lyophilisation, on obtient le MHG sous forme pulvérulente, et

de masse égale & 280,5mg.
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2- CARACTERISTIQUES STRUCTURALES

2.1- Analyse élémentaire

L'analyse élémentaire du MHG est effectuée par le service d'analyse
du Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) & Lyon. Elle donne
les résultats présentés dans le tableau IVy. Si, comparativement aux
données Bibliographiques concernant les acides fulvigues naturels, les
teneurs en carbone (45,49 + 3,0 %) et en oxygéne (47,34 + 3,5 %) sont
conformes, celle en hydrogéne est légérement inférieure (3,65 + 0,5 %) i
tandis gue celle en soufre apparait nettement supérieure (3,75 + 1,0 %),
se rapprochant de la valeur publiée par MALCOLM et Mc CARTHY (1986). On
observe la présence de fer (0,08 + 0,02 %), que l'on peut rapprocher du
modéle humique de KLEINHEMPEL (1970) engageant cet élément dans des sites
de complexation. '

Le rapport des teneurs 0/C de 1,041 + 0,1 % fournit un argument
supplémentaire en faveur d'une modélisation des acides acides fulvigues. En
effet, bien que MALCOM et Mc CARTHY (1986) ne donnent que 0,655, WEBER et
WILSON (1977), FRIMMEL et GEYWITCH (1983) l‘établissent entre 1l et 1,1.

La teneur en soufre, qui est en général trés variable suivant les
origines des substances humiques, le moment et le mode de leur extraction,
n'est jamais retenue comme critére fiable de leur classification.
Cependant, BLONDEAU (1986) et RALINOWSKI (1987), en fractionnant des
substances humiques et en les soumettant & 1l'analyse élémentaire, ont
toujours retrouvé des concentrations en soufre plus élevées dans les
fractions fulviques que dans les fractions humiques. Sans présumer du
réle joué par le soufre dans l1'édification de ces matériaux, il est a
penser que cet élément doit constituer un traceur dans la chronologie des

étapes d'élaboration.

2.2- Détermination de la taille moléculaire

Par ultrafiltration, différentes tailles moléculaires des fractions
du MHG sont obtenues. Leurs proportions en masse sont présentées dans le
tableau IVyy qui montre 1'importance considérable de molécules
relativement petites comprises dans la structure macromoléculaire du MHG
(44,9%).

Le calcul de la taille moléculaire moyenne, effectué en tenant




Elément
o WEBER and FRIMMEL and MALCOLM and

chimique WILSON GEYWITCH Mc CARTHEY MHG

(1977) (1983) (1986)
AH AP AH AP AH AP
C% 57,044,0 46,0+50| 50-60  40-50| 54,99 55,03 45,49t3,0
H 3 4,4+1,0 4,0+04| 4-6 4-6 4,84 5,24 3,650,5
o s 37,145,2 48,6+4,5 30-35  44-50/ 33,64 36,08 47,34%3,5
N 2,040,1 1,2+03 4-6 1-3 2,24 1,42 -
S 3 - - 0-2 0-2 1,51 2 3,75 %1,0
P % - - - - 0,06 0,34 -
Fe % - - - - - - 0,0870,02
o/c 0,65 1,06 0,58 - 1,00 -| 0,61 0,65 1,04%0.,1
0,60 1,10

Tableau IVy :

aguatiques naturelles

Composition élémentaire du MHG et de substances humigues

Taille moléculaire (TM)

Masse des fractioms

des fractions du MHG (mg) Pourcentage massique

™ > 3.10° 0 0

1.105 > ™ > 5.10¢ 0 o
5.208 > M > 5.103 49,9 17.8
5.103 > ™ > 103 35,6 12,7
103 > T > 500 68,9 24,6
500 > T™ 126,1 44,9

N
total 280,5 100

Tableau IVyy :

du MHG

Répartition des masses et proportions respectives des fractions d’'ultrafiltration

|
|
|
|
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compte des pourcentages respectifs de chacune des fractions, conduit & une
valeur trés proche de 5.103, du méme ordre de grandeur gue celle des

acides fulvigques naturels du milieu aquatique ( Cf 4.2.2 , chapitre I).

2.3~ EBEtude par spectrophotométrie UV (figure IVy)

Le spectre d'absorption UV de l'acide gentisique en solution dans
le MMS présente trois bandes d'absorption ayant des maxima & 206nm, 225nm
et 320nm, attribuables respectivement aux transitions:

N — _lr*, n ——-——9@ du noyau aromatique et des divers
groupements hydroxyle

« W —— T™* du noyau aromatique

W —_— "ﬂ’*, f a3 T*du noyau aromatique et surtout du
groupement carboxyligque conjugué.

Pour le MHG, un maximum situé 3 206nm (transitionsq\T-—-—r-“*, N — G*)
et une épaulement & 320nm (transitionér-—->‘ﬁﬁ n -——-_q>1ﬁ5 sont observés
sur un continiuum d'absorption qui décroit au fur et & mesure que la
longueur d'onde augmente.

C'est l'aspect général des spectres UV des substances humiques,
traduisant ainsi comme les études précédemment effectudes 1l'ont établi, a
l'existence d'une multitude de chromophores qui rend indiscernable leurs
absorptions spécifiques.

De plus, on peut noter d'une part, que l'absorption & 206nm de
l'acide gentisique persiste déns le spectre du MHG, et d'autre part, que
les groupements carboxyliques conjugués au cycle aromatique absorbant a
320nm doivent se retrouver dans la structure du MHG. Ces résultats montrent
l'un des intéréts du MHG sur le plan structural, di & sa structure
polycondensée et & la persistance de certains éléments structuraux de

l'acide gentisique.

2.4- Etude par pHmétrie

Comme précédemment, 1l'étude pHmétrique est réalisée & partir d'une
solution de J.OOmg.l'l en MHG dissous dans la soude 0,1N. Le dosage est
effectué par de l'acide chlorhydrique 0,5N. Deux points d'inflexion sont
observés (figure IV,) indiquant l'existence de deux types de
groupements fonctionnels correspodants & pRaj= 4,5, attribuable aux

groupements de type carboxylate, et & pKas= 9,5, attribuable aux
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groupements de type phénate du MHG. Les fonctions carboxyliques présentent
un caractére moins acide que celles mesurées pour 1'AHF et sont dans la
gamme de valeurs publiées par DAVIS et MOTT (1981) seoit, 3,7 < pKaj <

7. Les fonctions phénol plus acides que celles de 1'AHF présentent
cependant une valeur de pKa située dans la gamme 9,4 < pKaj; < 9,7
présentée par BORGGAARD (1974). Comme pour 1'AHF, la proportion

phénate/carboxylate est proche de l'unité.

2.5~ Etude par spectrométrie infra-rouge

Les spectres d'absorption infra-rouge du MHG et de l'acide
gentisique sont présentés dans la figure IV3. Le tableau IVyyp
regroupe les fréquences d'absorption et les différentes attributions
relatives aux divers groupements fonctionnels caractéristiques de ces deux
composés. La différence fondamentale qui existe entre l'acide gentisique et
le MHG est exprimée au travers de leur spectre infra-rouge:

- d'une part, par la faible résolution des bandes d'absorption du
MHG. Ceci montre que le produit formé aprés oxydation de l'acide gentisique
est de nature macromoléculaire

- d'autre part, le MHG ne présente plus gue trois régions

d'absorption infra-rouge contre cing pour l'acide gentisique.

— o —— o — — - - —

Cette région est dominée par une absorption trés large présentant
des maxima a:

- 3420cm~l attribuable aux groupements carboxyliques avec un
épaulement & 3280cm™! @G aux hydroxyle de type phénol ou alcool.
L'élargissement de cette bande jusgu'ad 3800cm™1 tend & prouver
l'existence de liaisons hydrogéne dans les structures polyméres (BAILLY,
1974)

- 2920cm™1 et 2850cm™1, attribuables aux vibrations
d'élongation de valence})C-H de groupements méthyle et méthyléne. Ceci
laisse supposer une ouverture de cycle aromatique pendant l'oxydation de
l'aecide gentisigue. Les vibrations d'élongation de valence Y C-H aromatique
qui absorbent généralement vers 3000cm~1 doivent participer &
1'élargissement vers les basses fréguences, de la bande relative aux

vibrations O-H.
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’ ‘ (a)

transmission
4
y ecm~1 4000 3400 1700 1200 800 400 -
(b)
transmission
— . - - *
Yy cm™1 4000 3400 1700 1200 800 400

Figure IV , : Spectres d'absorption infra-rouge du MHG (a) et de
- l'acide gentisique (b)
Nombre d'accumulations: 64

Résolution: 4cm~i




ACIDE GENTISIQUE MEHG §
-
Préquences (cm 1) et Attributions Préquences (cm™l) et Attributions l
intensité des raies intensité des raies !
N |
3 320 nl } ‘OH carboxyle 3 420 F.l. ‘Oﬂ carboxyle, phénol1
3 130 phénol N 3 280 épaulement alcool !
|
2 920 épaulement .)CH aromatigue 3 000-2 920 épaulement QCH aromatique, méthyle
2 850 épaulement méthyléne aliphatique
l 676 F
1 628 m )C =0 1 720 )C = 0 carboxyle,
1620 m carbonyle
1 600 m QC=C du noyau aromatigque 1 620 °C=C du noyau aromatique
1 500 m -
1 472 épaulement
1 440 F
1 380 m.1 QC-O phénol, carboxyle,
1 388 m alcool !
1320t € : sulfate covalent |
1 280m QC-O phéncl ou carboxyle 5
1 240 F 1 220 F.1 50!-1 phénol, carboxyle, '
1 204 SOH phénol, carboxyle 9 sulfate covalent
(Ro-so 2-01:.)
1 192 F }5CH aromatique dans le
1 076 £ plan 1040 m 5CH aromatique dans le
plan ou alcool
938 m £CB aromatique hors du ’
876 m plan
860 m &)B carboxyle ou phénol 840-500 f.1 . é cycle aromatique
840 m '
800 m 6cycle aromatigue
: dans le plan
790
760 ircycle aromatique b
728 dans le plan i
680 - X—
554 cycle aromatigue
464 hors du plan

Tableau IVyry

-
.

Fréquences de vibrations infra~rouge et attributions proposées

pour l'acide gentisique et le MHG

Vibration d'élongation de valence ( Q ), de déformation dans le

plan ( & ), hors du plan ( ¥ ). Intensité forte (F), faible (£f).
trés faible (tf), moyenne (m) - large bande (1)




Région 1900cm™1 - 1500cm™1
Cette région présente deux maxima d'absorption a:
- l720cm’1, attribuable aux vibrations d'élongation de valence
des groupements C=0 de type carboxyle ou carbonyle
- 1620cm™1, relatif aux vibrations d'élongation de valence des

atomes de carbone du noyau aromatique.

Ces raies relativement larges, pointent & des maxima déja
rencontrés dans le spectre de l'acide gentisique. Ce qui est intéressant
dans cette région, c'est 1l'augmentation du rapport d'intensité des raies
1620cm™1/1720em™1. Ceci"laisse suggérer que 1l'oxydation de 1l'acide
gentisique entraine une augmentation des noyaux aromatiques, donc une
polycondensation. De plus, le net élargissement de la raie 1720cm™1 par
rapport & celle observée pour l'acide gentisique, tend & prouver une
augmentation des types de groupements carboxyligques ou esters et
certainement 1l'apparition de groupements carbonyle. Cette augmentation
peut étre relide & une ouverture des cycles aromatiques et &galement &
une polycondensation de l'acide gentisique. L'augmentation des groupements
carbonyle peut s'expliquer par la formation de dérivés cétoniques,

aldéhydiques ou quinoniques qui absorbent entre 1620 et 1720em™1.

Région 15001 - 900em™
Une large bande domine cette région en présentant des maxima a:
- 1380cm~1 dissymétrique, attribuable aux vibrations
d'élongation de valence‘?C-O de type alcool tertiaire, phénol ou carboxyle
- 1220cm™! relatif aux vibrations de déformation de valence
5bH de type alcool, phénol, carboxyle ou ester
- 1040cm™ !, attribuable aux vibrations de déformation des C-H

de type aromatique ou alcool primaire.

L'enveloppe observée vers 1220cm™1 peut également contenir les
absorptions relatives 4 des groupements de type sulfate covalent
RO--S0,--OR, permettant de prendre en compte les résultats de l'analyse
élémentaire, et surtout pouvant donner lieu & une raie & 1380cm~1

compatible avec la nette dissymétrie observée dans cette région d'absorption.




e et e e et o8t~ g e e e

- 141 -

Remarquons que les modes de vibrations de cycles substitués donnent

une faible absorption s'étalant de 840cm~1 & 500em~1.

2.6~ Etude par spectrométrie de résonance magnétique nucléaire du

proton (RMN1H) et du carbone-13 (RMN 13¢)

2.6.1~ Résultats obtenus par RMN 1H

2.6.1.1- En solution dans l'eau deutériée (D0)

Sur la figure IV4 sont présentés les spectres RMN 1y ges
solutions d'acide gentisique (20mg.ml'l), du BHT (20mg.ml"l) et du
MHG (60mg.ml'l) dissous dans (Dy0). Tous les enregistrements sont
effectués de 0 & 9ppm, aucun composé n'ayant présenté d'absorption au-dela.
Les glissements chimiques sont exprimés par rapport au tétraméthylsilane
(TMS).

Si le spectre du BHT (figure IV4a) présente trois pics de
glissement chimique & 7,l4ppm, 2,43ppm et 1,6lppm attribuables
respectivement aux protons de type aromatique, méthyle et tertiobutyle
portés par le cycle aromatique, celui de l'acide gentisique (figure
IV4) présente des pics rassemblés entre 7,76ppm et 7,26ppm relatifs aux
protons aromatiques.

Le MHG qui présente un effet paramagnétique relativement important
rendant difficile l'acquisition des données, conduit & un spectre {figure
IV4c) de faible résolution, constitué de trois régions de forte
absorption et une plus faible. Une proposition d'attribution et une

tentative d'étude quantitative sont données (figure IVg).

. — ——— — - Vo wao —

On observe des pics situés & 0,7lppm attribuables & des groupements
méthyle, & 1l,1lppm et 1,94ppm attribuables & des protons aliphatiques des
groupements méthyléne liés & une structure éthylénique. La courbe
d'intégration montre que ces protons sont dans des proportions respectives
de 2/8/1.

La présence d'abhsorption dans cette région du spectre confirme la

présence de protons aliphatiques déjd observés en spectrométrie
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Spectres RMN Y _80MHz dans D0 du:

(a) BHT
Nombre d'accumd]ations: 1

Concentration : 20mg.1"1

BUALAL N

(b) Acide gentisique
Nombre d'accumulations: 1

Concentration : 20mg. 1-1

5

(c) mHe
Nombre d'accumulations: 296

Concentration : 60mg.ml -1
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infra-rouge. Les pics d'absorption relatifs aux protons aliphatigues qui
sont identiques & ceux présentés par les substances humiques naturelles
(figure I, chapitre I) consolident la représentativité structurale du

MHG.

Région de 2 2 4ppm

Cette région présente une intense et large absorption de faible
résolution ayant des maxima & 2,86ppm, 3,27ppm, 3,35ppm, 3,54ppm et
3,75ppm. Une attribution globale peut cependant étre réalisée pour cette
région ol sont généralement rencontrés les pics de résonance relatifs aux
protons méthyle et méthyléne 1iés & des hétéroatomes tel 1'oxygéne, & des
groupements de type carbonyle, carboxyle ou 3 des novaux aromatiques. Il
existe dans la structure du MHG, 44,4% de ces types de protons par rapport
a l'ensemble des protons détectés, soit plus du double des protons

aliphatiques précédemment observés.

Région 4 & éppm
On observe deux absorptions ne correspondant qu'a 3,6% de
l'ensemble, & 5,06ppm et & 4,59ppm attribuables respectivement & des
protons éthylénigues conjugués ou non. La courbe d'intégration tend &

montrer que les premiers sont en proportion double des seconds.
Région de 6 & 8ppm

Cette région est caractérisée par une intense et large absorption
de trés faible résolution et qui présente un maximum 3 6,90ppm, attribuable
& des groupements C-H de tyée aromatique. La courbe d'intégration montre
que la proportion de ces protons par rapport & l'ensemble est d'environ
1/3. Cette gamme de glissement chimique (6 - 8ppm) est compatible avec les
caractéristiques d'écran électronique présenté par les protons aromatigques

de la structure gentisique (figure IVgb).

- Remarquons gque dans le spectre du BHT, le pic le plus intense est
dG aux dix huit protons de type tertiobutyle. Son absorption & 1,6lppm

n'est pas détectée de fagon significative dans le spectre du MHG.




L'analyse des spectres réalisde dans D,0 fournit donc de
précieux renseignements quant aux types structuraux rencontrés:

- elle montre la persistance de structure comparable & celle de
l'acide gentisique

- de plus,elle met en évidence l'ouverture des cycles aromatiques
par formation de groupements éthylénigues, conjugués ou non, de
groupements aliphatiques essentiellement méthyléniques engagés ou non dans
des liaisons avec soit 1l'oxygéne, soit C=0 (groupements carbonyle) et soit
encore des cycles aromatiques. Cependant, afin de tenter de mettre en
évidence d'autres groupements fonctionnels, nous avons procédé 3
l'enregistrement des spectres du MHG et de l'acide gentisigque dans le
diméthylsulfoxyde deutérié (DMSO-dg). Il n'a pas été procédé a
l'enregistrement du spectre du BHT dans le DMSO-dg au vu des résultats

précédents.
2.6.1.2- En sclution dans le DMSO-dg

Le spectre de l'acide gentisique dissous dans le DM50O-dg
(20mg.m1-1) (figure IVsa) présente en plus de 1'absorption due aux
CH aromatiques (rég;on 6,6 - 7,3ppm), une raie large centrée sur 10,5ppm et
attribuable aux protons phénoligues et carboxyliques. Le fait de n’observer
gu'une seule résonance pour deux types de protons a déjd &té observé chez
deux isoméres , l'acide protocatéchuique (acide dihydroxy-3,4 benzoigue)
et 1’acide ijrésorcylique (acide dihydroxy=-2,4 benzoique) {(SADTLER,
1978). De plus cette attribution est confortée par le tracé de la courbe
d'intégration qui donne une importance égquivalente aux deux régions
d'absorption.

Pour le MHG, un premier essai (figure IVgb) a permis de
détecter la présence des protons liés aux cycles aromatigues absorbant vers
7ppm, de groupements méthyle et méthyléne absorbant aux environs de lppm,
comme on peut le ;oir sur les expansions d'échelle. Un premier essai de
guantification & l'aide de la courbe d'intégration a permis d'établir les
proportions respectives suivantes 5/1/8.

- Mais, vu le faible rapport signal/bruit, une solution plus

concentrée du MHG (100mg.ml~ 1) a donné le spectre présenté sur la
figure IVgc. On retrouve les mémes absorptions gue précédemment. Un

pic de forte absorption située & 4,5ppm correspondant & HOD, inexistant
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Figure IVe : Spectres RMN 14 dans DMSO-dg & 8OMHz et .
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dans le spectre de l'acide gentisique, montre gue le MHG obtenu par
lyophilisation contient cependant quelques traces d'eau. La largeur des
pics observés confirme bien la nature polycondensée du MHG et la diversité
des types structuraux.

Si 1l'on n'observe pas de protons de type carboxyle et hydroxyle qui
apparaissent généralement dans la gamme de glissements chimiques supérieurs
3 8ppm, l'absorption située entre 6,2 et 8ppm devient dissymétrique.
L'étude quantitative (figure IVg) montre qu'elle représente une

proportion de 34,2% de l'ensemble des protons du MHG.

31,78 % 3,60 44,4 % 20,25
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Figure Iv6 ¢ Récapitulatif qualitatif et quantitatif des résultats de 1'étude par RMN 14
du MHG dissous dans D20 (a) et DMSO-dg (b)

Le rapport entre les proportions de protons aromatiques (région
6-8ppm) et aliphatiques non échangeables (région 0-1,2ppm) est de 5,8 alors
qu'il est de 1,6 pour le MHG dissous dans D0. Un échange céto-énolique
entrainant l'absence de détection de certains protons en milieu D50
pouiait expliquer la symétrie de la bande absorbant entre 6,2 et 8ppm.
RUGGIERO et coll. (1980) ont observé cet échange protonique en étudiant par
spectrométrie RMN 1y les acides fulvigues et humiques naturels. Ce
résultat les a conduit & suggérer une structure cyclique assurant le

tautomérisme cdto-énolique dans la structure des substances humiques. Des
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protons situés en d'une structure quinonique peuvent en effet expliquer

cet échange:
R

Les valeurs des précédents rapports montrent que les protons
échangeables de type quinonique participent pour 72,4% & l'absorption dans
la région 6-8ppm.

La proportion relative & l'absorption des protons absorbant dans la
région 2-4ppm, devient importante (52,4%) dans le DMSO-dg tandis
qu'elle était de 44,4% dans le Dy0. Par rapport & la proportion due aux
protons aliphatigques non échangeables obtenue dans chacun des milieux, on
observe 13 encore une participation importante (75,4%) de l'absorption due
aux protons échangeables.

Ce caractére échangeable est encore plus marqué pour la région
4~6ppm ol, sans prendre en compte le pic dfi & HOD, les rapports
d'intensité relatifs aux groupements ~CHj- et CH3~ aliphatiques non
échangeables sont sept fois plus importants dans le DMSO-dg gue dans le
D,0.

Enfin, des fonctions phénoliques et carboxyligques ne sont pas

détectées mémes aprés 296 accumulations.

2.6.2- Résultats obtenus par RMN 13c

Le spectre RMN 13¢c qu MHG dissous dans l'hydroxyde de sodium
deutérié 0,1N, est présenté sur la figure I¥; . Ce mode de dissolution a été
choisi afin d'atteindre une solution de concentration de lGOmg.ml‘l
compatible avec la faible abondance naturelle de 1l'isotope 13 du carbone,

l'acquisition du spectre ayant nécessité 137400 accumulations.
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NS: 137400
SW: 6024Hz
Pw: 3 pms
RD: 1s

AQ: 0,68s
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Figure IVy : Spectre RMN 13¢ gu MHG (lGOmg-l‘l) en solution dans NaOD

Ce spectre est moyennement résolu et de faible intensité, ce qui
rend difficile son exploitation compléte comme 1'ont déj& signalé RUGGIERO
et coll., (1979) et DIXON et coll. (1981), lors de l'étude d'acides
fulviques naturels.

I1 peut cependant étre observé des absorptions:

- 20-40ppm, présentant un pic intense & 31,18ppm caractéristique du
carbone tertiosubstitué de type tertiobutyle. Ce gui prouve l'incorporation
du BHT dans la structure du MHG

- 60-90ppm, ayant des pics & 66,14ppm, 70,16ppm et 74,98ppm
attribuables aux groupements de type CH,-O ou -CH-0

- 100-140ppm, avec un maximum 3 120ppm, attribuable aux atomes de
carbone de cycle aromatique

- 140-160ppm, avec un pic a 150,38ppm attribuable aux groupements
de type phénoxyle

- 160-220ppm, avec un maximum a i72ppm attribuable aux groupements
de type carboxylique, et des pics & 194,42ppm, 195,85ppm et 216,36ppm
attribuables aux groupements de type carbonyle conjugués ou non. De plus,
la finesse de ces derniers pics tend & prouver qu'il s'agit de groupements
dotés d'une certaine flexibilité.

Si en premiére approximation, on considére les relaxations des
noyaux comme proches et étant données les conditions d'acquisition, on peut

admettre que d'une part, l'absorption due aux atomes de carbone aromatigue
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(120ppm) est d'intensité proche de celle des atomes de carbone aliphatigue,
et d'autre part, que la proportion relative aux atomes de carbone de type
carboxyle (172ppm) est importante. Ceci tend 3 conforter 1'idée d'une
importante ouverture de cycle aromatique lors de 1l'oxydation de l'acide

gentisigque.

Les résultats des études RMN nous montrent l'existence dans la
structure du MHG d'une part, de groupements fonctionnels déja observés dans
la structure de l'acide gentisique et d'autre part, des atomes d'hydrogéne
et de carbone aliphatiques. Le MHG est donc proche de la structure des
acides fulviques aquatiques. En effet si nous considérons:

- les rapports entre atome de carbone et hydrogéne au vu des
résultats de l'analyse élémentaire, soit 3,8 atomes de carbone pour 3,65
atomes d'hydrogéne

- l'existence de structure -CHj-, CH3~-
les cycles aromatiques ne peuvent portés en moyenne gu'un proton. La
polysubstitution, déjd suggérée par les résultats de spectrophotométrie UV
et de spectrométrie IR, est ainsi confirmée.

Les groupements carboxyliques mis en évidence en proportion
importante ne donnaient pas de résonance observable en RMN lu. ceci
doit pouvoir s'expliquer par l'existence possible de groupements ester, qgque
l'on peut rapprocher des ~¢—O détectds en RMN 13C et la formation de
complexes de fer dont la présence est révélée par l'analyse &lémentaire.

L'intégration du BHT dans la structure du MHG tend & prouver gque la
synthése du modéle doit procéder au moins en partie, selon un mécanisme

radicalaire.

2.7- Etude par RPE

Afin de préciser le paramagnétisme du MHG, son spectre RPE est
enregistré 3 1'état de poudre (figure IVg)

11 présente deux absorptions, ce qui révéle l'existence de deux
types de radicaux avec des facteurs g respectifs 2,0041 et 2,0048. La
difficulté d'obtenir un spectre mieux résolu rend dé€licate une
investigation structurale approfondie. Cependant, la largeur de raie pic a
pic est de 6 gauss, comparable & celle mesurée pour 1'AHF. Le facteur g
relativement plus grand que celui de ce dernier (2,0036), est cependant de
méme ordre de grandeur qgue celui des substances humigues naturelles
(g=2,0037 & g=2,0041) (NISSENBAUM et KAPLAN, 1972) et des produits
semi~quinoniques (g=2,0040) (MULLER et coll., 1959).
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Figure IVg : Spectre RPE du MHG a l1l'état de poudre
8

Le suivi cinétigue de l'intensité du signal RPE du MHG (figure IVg) montre
une diminution de son caractére paramagnétique. En effet, son intensité n'est que
de 32,5 & de la veleur initiale au bout de deux mois, puls atteint un palier.
Ceci est certainement & rapporcher des propriétés de réarrangement structural
par un processus radicalaire, réarrangement qui doit certainement se produire
dans les matériaux humiques en milieu naturel.

Une proposition de schéma structural regroupant les principales

caractéristiques est présentée figure IVig.
3~ PROPOSITION DE L'ETAPE INITIALE DU MECANISME DE SYNTHESE
La réaction d'oxydation d'un dérivé phénocligue par un peroxyde

alcalin de type persulfate, catalysée par les ions ferreux en milieu

basigque, est reconnue généralement sous le nom de réaction &'oxvdation de

ELBS , l'ensemble ion ferreux/persulfate constituant le réactif oxydant de
ELBS. Les résultats rencontrés dans la littérature relatifs & cette
oxydation, montrent gue cette derniére s'effectue par 1l'intermédiaire du

radical ion sulfate (0SO73) et du radical hvdroxvle (OH). Ces deux




A Intensité du signal (%)
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Figure IVg Evolution de l'intensité du signal RPE du MHG au cours du temps

BU

LILLE




- 152 -

Figure IVyn : Sché&ma structural proposé pour le MHG
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radicaux attaquent les dérivés phénoliques par deux mécanismes différents.
Dans ce travail, nous'appliquerons l'oxydation par le réactif de
ELBS & l'acide gentisique en proposant un mécanisme basé sur la formation

des composés les probables.

3.1- Formation du radical ion sulfate (0S073) et

mécanismes d'attague de composés organiques

En 1948, BAKER et BROWN ont €étudié 1'oxydation du phénol par le
persulfate et ont suggéré que cette réaction est rendue possible par la
formation d'un ion radical sulfate obtenu suivant 1l'équation:

- + 2=+ 0s05”
Fe2+ + 52082 B Fe3 * S04 3
Ces auteurs postulent que l'ion radical sulfate réagit directement

par fixation sur le cycle aromatique en substituant un proton situé en

ortho ou en para du phénol (avec une préférence pour cette derniére
position, si elle est libre), pour donner un dérivé intermédiaire
hydroxyphenylsulfate. Ce dernier peut ensuite conduire & la formation de la
molécule d'hydroquinone ou de catéchol.

Ce mécanisme n'est acceptable que si l'on reconnait le caractére
électrophile du radical ion sulfate.

L'attaque par fixation du radical ion sulfate sur le noyau
aromatique a été confirmée par NORMAN et coll. (1970), GILBERT et coll.
{1972). BENSON (1972), en effectuant une revue bibliographique sur
l'oxydation des dérivés phénoliques par le réactif de ELBS, a montré gque
1'ion radical sulfate amorce des oxydations et polymérisations des composés
organigues et la présence du soufre dans le produit final est confirmée par
incorporation dans les chaines polyméres du soufre-35 émanant du
persulfate marqué. Ceci confirme une fois de plus la fixation de l'ion
radical sulfate sur le composé organique par oxydation au persulfate.

Si, précédemment, il a été montré que l'oxydation par le persulfate
s'effectuait par la fixation de l'ion radical sulfate sur le composé
organique, CHAWLA et FESSENDEN (1975), O'NEIL et coll., (1975), en étudiant
respectivement les réactions d'oxydation du nitrométhane et des dérivés
méthoxylés du benzéne (DMB), ont montré que l'ion radical sulfate attaque

ces composés organiques par simple transfert d'électron suivant:
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003~ +  CHoNOp~ =———3 "CHNO;  + 50427

0S03~ + DMB ————3 (DMB)'YT  + 50427

L'attaque du radical ion sulfate procéde donc soit par fixation,

soit par simple transfert d'électron sur un composé organique.

3.2- Formation du radical hydroxyle (<*OH) et mécanisme

d'attagque de composés organiques

BAKER et BROWN (1948) ont supposé la formation du radical hydroxyle
(*OH) pendant 1l'oxydation au persulfate:
- + OH
. - —_—
0803 + H»O HSO4
Cette possibilité a été confirmée par les études cinétigques
effectudes par ZEMEL et FESSENDEN (1975) qui ont montré que, dans un milieu

de pH>10, le radical hydroxyle peut se former par conversion de l'ion

radical sulfate selon 1'équation:

0803~ + OB ———> OH 4+ 504%

La constante de vitesse de cette réaction est de 5.107 M1 s-1,
Aux valeurs de pH proches de la neutralité, cette conversion s'effectue

selon:

003~ + Ho0 ——————> OH + SO04%° + H*

avec une constante de vitesse de 1'ordre de 103 - 104 s~1. La
formation de ces radicaux hydroxyle en solution basique ou neutre, a été
confirmée par SRIVASTAVA et coll. (1981) par 1l'étude des cinétiques
d'oxydation des alcools alicycliques par le persulfate, catalysée par l'ion
argent.

Le radical hydroxyle attaque le noyau aromatique du phénol avec

élimination d'eau et formation d'un dimére de phénol

-0CgHs + OH =—————> “OCgHg  + H20

dimérisation

-OC6H4C6H4O-
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Ce mécanisme d'attaque, confirmé par NETA et FESSENDEN (1974), peut
entrainer la formation d'un radical hydroxycyclohexadiényle qui, par

élimination d'eau conduit au radical phénoxyl
OH OH o

\
/\

-

On comprend donc la formation des dimeéres, qui peut trés bien s'expliquer

par les éguations:

OH ' OH
;DH
. ~N H
+ OH >
- B0 //////

dupllcatlon
Actuellement, de nombreux travaux montrent divers produits issus

de l'action du radical hydroxyle sur les composés phénoliques. BARNES et
coll. (1981) en effectuant le traitement par le réactif de Fenton
(Fe2+/H202, qui génére les radicaux hydroxyle) des eaux de

rejet contenant du phenol, ont détecté des composés aliphatiques, en
particulier l'acide muconigue. Ils expliquent la formation de ces derniers
par l'ouverture du cycle aromatique des guinones issues des catéchols:

0
-

\!

oxydation

HOO C-CH=CH-CH=CH-COOH
acide muconique
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La formation de dérivés quinoniques sous l'action du radical hydroxyle sur

le phénol s'effectue dans un milieu 3 pH élevé, comme BARNES et SUGDEN

(1986) 1'ont montré:

] O -

— 6 - o~

-
!
0 oH
. QOH
OH™ (ou H20)
o OH
@ o= (on 550) @

o~ A 5
} ]
et )
l r O memcmm——— OH" + (—\’
N -
i
0" o~ %
"OR
ol é
B M |
~ ‘-———.—.._» - OB—
¢» 0
o] ? 6
- 0" =
- *  OH s OH" ————>
[,
VE
o} 0
" - |
2 5
—————— - OH™
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3.3- Application & l'acide gentisigue

Les différents mécanismes d'oxydation des dérivés phénoliques sous
l'action d'une part, de l'ion radical sulfate et d'autre part, du radical
hydroxyle, appliqués & l'acide gentisique, peuvent conduire a:

= l'hydroxylation de l'acide gentisique par action des deux

radicaux

%~ P = 7 ) 5
/ ‘(E) | HO\ CQ—O / C\(‘&) (;
\ OH ou 6803‘ l( 2 ’ 5 ,

\\\\ > \\\\ }icr/‘\\\ \\\\////\‘DH
]
- O-

|
of O-

\
\

/

~ la formation de radicaux de l'acide gentisique par transfert

d'électron sous l'action de l'ion radical sulfate

é -
0
. 0 | 4
(- ct- cl-
~ \O . \O
+ 0S03~ > <
0~ - , O-

- une condensation de l'acide gentisique par couplage des radicaux

O

(@]

Y

ainsi formés, en dimeéres

o) 0 o~ o~
- Ne @
-— C -
— + 2 H*
(O o , ' o~ . o”

- la formation de dérivés orthogquinoniques issus des composés

hydroxylés de l'acide gentisigue

- 0 0~ o) - 0

0

/ 1. | /

O§' Ciéc) Cji) /A:£~o
. .
J 2 2 ~

0 =0

| il
o .
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- la formation de composés aliphatiques obtenus par ouverture

cycle de dérivés orthoquinoniques

o)
o 1) /O
i N /C\C“
© > ~OOC-CH=C-CH=C-COO™
O- (o s To L
J
O_
COO~ |
> -ooc-ca--c-t:l::cn-coo-
0% Ccoo-
I .
O -
ololom -
> ?
> - ooc—cs:cn—c=g£oo-
loloom
\N
O
o}

L'oxydation de l'acide gentisique par le persulfate en milieu
basique s'effectue donc par de multiples processus, qui sont cependant
essentiellement de nature radicalaire. Les différents mécanismes propo
ci-dessus, nous permettent d'expliquer quelques résultats spectroscopi
observés sur la structure du MHG. En effet, l'existence d'éléments
structuraux aliphatiques, mis en évidence par spectrométrie RMN 1y et
13¢, s'explique par 1'ouverture des cycles des dérivés orthoquinoniqgue

issus de l'acide gentisique. La spectroscopie RPE nous a permis de rév

de

sés

ques

S

éler

l'existence d'un paramagnétisme rémanent dans la structure du MHG, ce qui

tend a prouver gque son mécanisme de formation serait radicalaire.

Une proposition d'un mécanisme "complet", conduisant & la formation

d'une structure macromolécualire pour le MHG, serait souhaitable. Mais

14

comme nous pouvons le constater, la participation importante et de diverses

maniéres de nombreux réactifs lors de l'oxydation de l'acide gentisique,

impose d'une part, une investigation trés approfondie sur le choix du

réactif déterminant cette oxydation, et d'autre part, le suivi séguentiel




par une technique appropriée telle que la RPE, des produits intermédiaires

susceptibles de se former, ce qui n'entre pas dans le cadre de ce travail.

4-PROPRIETES COMPLEXANTES

4,1- Etude cinétique

Cette étude cinétique de la complexation du cadmium par le MHG est
réalisée dans les mémes conditions que précédemment. Cependant, on
observe dans ce cas, une différence de potentiel initial d'électrode entre
le milieu contenant le MHG dissous et celui ne le contenant pas.

La détermination des concentrations en cadmium libre est effectuée
en tenant compte de cette variation de potentiel d'électrode, attribuée &
la force ionique due au MHG. Le mode de calcul de ces concentrations sera
développé paraéraphe 4.2 lors de la détermination des constantes de
stabilité.

La courbe présentée sur la figure IVjjmontre 1l'évolution de la
complexation sur quatre jours. L'équilibre entre la forme libre et la forme
complexée est atteint aprés le premier jour de contact, et se stabilise a
une valeur moyenne de 6,94 + 0,02.10"7 atg Cd.mg~l MHG. Cette
valeur est supérieure d'un ordre de grandeur a celle obtenue pour 1'AHF.
Ceci laisse suggérer qu'une faible taille moléculaire des substances
humiques rend plus accessibles les sites de complexation du cadmium, et que
les groupements fonctionnels de type carboxylate doivent jouer un rdle

important dans la complexation de ce métal.
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4.2- Etablissement des capacités complexantes et des constantes

conditionnelles de stabilité

Ccmme dans le cas de la détermination des paramétres complexants de
1'AHF, la polarographie impulsionnelle différentielle a redissolution
anodigue (PIDRA) est utilisée pour doser le cadmium libre dans la région de
faibles concentrations tandis gue 1l'électrode sélective, est employée pour
des concentrations élevées.

Le dosage du cadmium par polarographie et par €lectrode sélective
est effectué aprés deux jours de contact, delai suffisant au bout duquel
1'équilibre entre la forme libre et la forme complexée du cadmium, est
atteint. La technique potentiométrique d'électrode sélective a montré une
variation du potentiel initial entre le milieu contenant le MHG dissous et
celui ne le contenant pas (figure IVj,). Ce phénoméne a été aéja
observé par BHAT et coll. (1981) lors du dosage du cuivre par électrode
sélective dans un milieu contenant les substances humigues naturelles. Le
MHG présente de ce fait une propriété analogue & celle des substances
humiques d'origine aquatique et terrestre.

Cette variation de potentiel initial pose indubitablement un
probléme sur la détermination des concentrations réelles en cadmium libre.
Ceci nous a conduit & émettre les hypothéses suivantes afin de déterminer
ces concentrations réelles:

- sur la figure IV;, , nous pouvons observer qu'au fur et &
mesure gue les concentrations en cadmium augmentent, il se produit un
rapprochement des courbes de dosage de ce métal. Ceci peut s'expliquer par
la diminution et la saturation des sites de complexation du cadmium sur le
MHG

-~ 1'écart de potentiel initial observé vers les faibles
concentrations en cadmium peut étre attribué a la force ionidque
supplémentaire due au MHG dissous

Si & la concentration la plus élevée en cadmium (lOmg.l’l),
nous considérons gue tous les sites de complexation de MHG sont saturés et
que la force ionigue due au complexe devient négligeable, les deux courbes
(a) et (b) de dosage doivent se rejoindre.

- La relation de DEBYE-HUCKEL

log £4 = - 2V—Z-I—
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Figure IV, : Courbe de dosage potentiométrique du cadmium dans le MMS (a)

-1
et en présence du MHG (1l5mg.l ) {(b).




reliant le coefficient d'activité f; d'une espéce i & la force ionique
I du milieu d'analyse, valable lorsgue I est inférieure a 0,02M, est
applicable ici, car notre milieu minéral de synthése (MMS) présente une
force ionique égale & 0,006M.

Nous pouvons donc calculer le coefficient d'activité de l'ion
cadmium dans le MMS {(milieu l). Sa valeur nous permet de déterminer celle
du coefficient d'activité de 1l'ion cadmium dans le milieu contenant le MHG
{milieu 2), en appliquant la loi de NERSNT. En effet, lorsque le milieu

d'analyse ne contient pas de MHG dissous, nous pouvons écrire:

Ey = Eo + 0,029 logf® [ca2+j®
cget

libre

et, en présence du MHG
Y c'd2‘*j @
E, = Eo * 0,029 log £ 52+ libre (1)

La différence de potentiel est:

ca2+* l.Cd2+J ®-
& = Ej - E; = 0,029 log =2 + 0,029 log libre (2)
bey Ca ]@
ca?* libre

Au point de concentration la plus élevée en cadmium (égalité des
concentrations en cadmium libre dans les milieux 1l et 2 ), le
coefficient d'activité flcd du cadmium présent dans le milieu 1 de

force ionique Ij, se calcule & partir de la relation:

log flCd = ’24 I (3)

Des équations 2 et 3 , nous déduisons £204%*. Le
report de cette valeur dans l'éguation 1 nous permet, 2 partir des valeurs
de E,, de calculer ca?* libre+ Ainsi, par exemple pour le
point 2 de la courbe (b) (figure IV,,) correspondant & une
concentration de 0,37mg.l’1 de cadmium complexé, on obtient une
concentration réelle de 0,28mg.l’l. '

: L'ensemble des concentrations en cadmium libre est reporté (tableau

IViy) avec leurs transformées en coordonnées de SCATCHARD.

Le tracé de la courbe de complexation selon la méthode de SCATCHARD

v =f (V ) figure IVi3) ne présente aucune intersection avec l'axe des
[ca +2
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abscisses. Ceci laisse supposer.l'existence d'une interaction
supplémentaire & la complexation et de caractére non spécifique. Afin de
différencier ces deux phénoménes, nous avons eu recours & la méthode de
TAIRA et TERADA (1985) et reporté les valeurs de 5 en fonction des
concentrations en cadmium libre (courbe CS+CNS, figure IVy,). Le tracé

de la droite CNS paralléle & la deuxiéme partie de la courbe précédente et
passant par l'origine permet de quantifier la complexation non spécifique
attribuable a gfs phénoménes d'adsorption. Par soustraction, on détermine
les valeurs deY., relatives & la complexation spécifigue (courbe CS) et on
évalue & 25.1077 atg.l‘l le début de l'interaction non spécifigue.

Les valeurs de:é , regroupées dans le tableau IVy sont traitées par la
méthode graphigue précédemment détaillée (figure IVig).

Deux types de sites sont mis en évidence, susceptibles de complexer
respectivement 0,14 (nj) et 0,295 (ny) atg Ca?*.mole MHG™.

La méthode des ajustements a permis une premiére détermiﬁation des
constantes conditionnelles de stabilité correspondantes, soit: K'j =
1,45.20% M~1 et K'5 = 5,8.104 M~ (URIEN et coll. 1986).

Nous avons effectué un second traitement mathématigque qui a
consisté en un ajustement par la méthode des moindres carrés (figure
IVig). La modélisation de l'équation de SCATCEARD, comme l'avait
montrée ROSENTHAL (1967) pour un systéme complexant présentant deux sites ,

est:

\) np k'3 ny R,

2+;] = . "2+W . 2+:]
[M l+K‘l[M ] 14w,

L’ajustement point par point a conduit, avec un coefficient de
détermination de 00,9999, aux valeurs de Y estimé reportées tableau
IVyy. L'itération a permis de déterminer:

ny = 0,064 pour K'y = 2,244,108 M1

ny, = 0,300 pour K's = 1,994.105 M~1

ce gui correspond & la représentation de SCATCHARD (figure Ivle)'




”
-
//
- CS + CNS
CNS
|
!
-X CS
' ' e ’ !
25 200 400 600 10-7 atg.1"1 [caZ" libre |
Figure IVy, : Courbes de différenciation entre la complexation spécifique

(CS) et l'interaction non spécifique (CNS) entre le cadmium

et le MHG
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Pigure IV;5: Méthode graphique de SCATCHARD pour la détermination des
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paramétres de complexation spécifique
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obtenue par la méthode mathématique des moindres carrés

Les valeurs obtenues par cette deuxiéme méthode sont plus fiables,
surtout en ce qui concerne les caractéristiques du second type de site

de complexation.

Comparaison avec 1'AHF

— — ——

) 3 . :
Avec une masse- molaire moyenne de 5.10°, le MHG posséde une densité

de sites de 0,36/5.103 alors qu'avec une masse molaire moyenne de 105, 1'ARF

présente une densité de ll/lOs, soit environ une fois et demie celle du MHG.

La différence est plus margquée au niveau des constantes conditionneles

5

de stabilité, respectivement 2,55.107 et 3.10 M“l pour 1'AHF et 2,24.106 et

1.99.105 M-l pour le MHG. La plus -grande stabilité des complexes établis par

le biais des sites de 1'AHF du premier type peut étre rapprochée de facteurs

topologiques pouvant favoriser une chélation plus importante.

— w— a— —

Au niveau des constantes conditionnelles de stabilité, si nous
comparons & celles obtenues par cette méme formulation de SCATCHARD,
leurs-Qaleurs sont légérement supérieures de celles des complexes
[substances humiqgues aguatigques - ion cadmium] pour lesqguels

K'1=6,75.105M"1 et K'5=1,35.103M" (ALBERTS et GIESY, 1983).




POINT X Yops-10° Yesi-10°
1 2,088.1077 1,556 1,553
2 2,917.1077 1,439 1,436
3 ©3,839.1077 1,317 1,329
4 6,25.1077 1,143 1,132
5 9,018.1077 0,980 0,984
6 25.1077 0,616 0,617
7 3,461.107 0,520 0,518
8 8,772.107% 0,285 0,287
9 2.1075 0,150 0,151

10 3,508.1073 0,098 0,092
11 7,32.1075 0,048 0,047

3
[e]

et leur ajustement selon la méthode des moindres-carrés

Tableau IVyy : Valeurs expérimentales de X =[?d2{] et y =

o)
Q3




En conclusion, il se dégage de 1'étude des caractéristigues

structurales et des propriétés complexantes du MHG, les résultats suivants:

- ce modéle humique, contrairement & 1'AHF et au MHH, a une masse
moléculaire proche de celle des substances humiques naturelles, en
particulier des acides fulviques d'origine aguatique,

- les résultats des analyses spectroscopiques infra-rouge, RMN
lg et 13c ont révélé 1l'existence des principaux groupements
fonctionnels tels que les hydroxyle phénoligues, alcooliques et
carboxyligues, les cycles aromatigques, rencontrés généralement dans la
structure des substances humiques naturelles

- l'analyse élémentaire indique un rapport de 0/C = 1 rapprochant
également le MHG des acides fulviques d'origine aquatigque

- la mise en évidence des groupements sulfate covalent
RO--S05--0OR tend & prouver que 1l'ion radical sulfate participe au
mécanisme de formation du MHG alors que celle des radicaux
semi~quinoniques, stables en RPE, conduit 3 supposer un mécanisme de

formation essentiellement radicalaire

~ le MHG manifeste des proprités complexantes vis-a-vis du cadmium,

au niveau de type de sites, avec des constantes de stabilité et une

capacité complexante proches de celles des substances humigues aguatigues.

Le MHG constitue donc un modéle plus représentatif des substances

humigues aquatiques que ne 1'étaient jusqu'alors les matériaux humiques

‘existants, gqu'ils soient naturels ou de synthése.
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Au cours de ce travail, nous avons tout d'abord montré, par une
étude bibliographique, que des techniques aussi performantes que:

- la polarographie, la pHmétrie et l'dlectrode sélective d'un ion

- les spectrométries infra-rouge, UV, RMH lg, l3c‘et RPE
sont largement utilisées par de nombreux auteurs, dans l'évaluation des
propriétés complexantes des substances humiques vis-a-vis des métaux
dissous en milieu hydrique et la caractérisation de leur structure.

Cependant on observe que:

- l'absence de vérification d'une part, de phénomene d4d'adsorption
des substances humiques sur les électrodes et d'autre part, de la constance
du pH

- la non observation du temps nécessaire pour atteindre l'éguilibre
entre la forme libre et complexée des métaux

~ 1l'influence de l'origine sur la structure des substances humiqgues
impligquent un manque de rigueur dans la définition des conditions
d'évaluation des propriétés complexantes des substances humigues et de
leurs caractéristiques structurales. Ceci n'a coduit jusqgu'a présent qu'a
une trés grande variabilité dans les résultats publiés.

L'emploi des techniques spectrométriques et électrochimigues
précédemment citées, 4 la caractérisation structurale et & l'évaluation des
propriétés complexantes d'un modéle humique commercial FLUXA, nous a
permis, aprés avoir observé rigoureusement leurs conditions
d'applicabilité:

-~ d'identifier des groupements fonctionnels méthyle, méthyléne,
hydroxyle, carboxyle et amine, généralement rencontrés dans la structure
des substances humiques naturelles

- d'évaluer a 103 la masse molaire moyenne et de déterminer des
constantes conditionnelles de stabilité K'; = 2.107 M1 et
K'5 = 8,5.105 m°1

- de constater un important effet paramagnétique rendant difficile
l'acquisition d'un spectre RMN ig.

Ces résultats révélent une représenfativité "douteuse”, tant sur le
plan structural que sur celui des propriétés complexantes, de cet acide
humiq;e commercial FLUKA, par rapport aux substances humiques naturelles.
Ce modéle pré-établi rend donc difficile la progression dans la
compréhension de la structure des substances humiques‘et des interactions

substances humiques~cation métallique dissous en milieu agueux.
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Afin de progresser dans la représentativité d'un modéle humigue,
nous proposons un matériel obtenu par voie de synthése chimigue. Cette
dernidére a é&té retenue de préférence & la voie de synthése bactérienne a
cause de sa facilité et la rapidité d'obtention du produit. Celle-ci
procéde par oxydation de dérivé phénolique en présence d'ion persulfate, en
milieu alcalin. Nous l'avons appligquée & 1'hydroguinone.

La caractérisation structurale et 1'évaluation des propriétés
complexantes du modéle humique issu de l'oxydation de l'hydroquinone,
effectuées par les mémes techniques spectrométriques et électrochimiques
gue précédemment, ont révélé la présence de groupements hydroxyle et de
noyaux aromatigues, 1'absence de groupements carboxyle, l'obtention d'un
polycondensat, l'influence de la conformation structurale de ces

macromolécules humiques sur leurs propriétés complexantes.

La recherche d'un modéle comportant des groupements carboxyle, donc
d'éventuels sites de complexation de type salicylate et phtalate
fréquemment rencontrés dans la structure des substances humiqgues, nous a
conduit & effectuer une autre synthése chimique & partir de l'acide
dihydroxy- 2,5 benzoique ou acide gentisique.

) L'étude structurale du modéle humigue issu de 1'oxydation de
l'acide gentisigque révéle l'existence:

- de cycles aromatiques identifiés & 840 - 500cm™1,
1620cm™1 en spectrométrie infra-rouge, 120ppm en spectrométrie RMN 13¢

- de groupements phénol identifiés & 3280cm™! en spectrométrie
infra-rouge

- de groupements carboxyle détectés a 3420cm~ 1 et 1720em™1
en spectométrie infra-rouge et 172ppm en spectrométrie RMN 13¢

- de groupements méthyle, méthyléne détectés & 3000 - 2920cm™1
et 2850cm™! en spectrométrie infra-rouge, 31,18ppm en spectrométrie RMN
13¢, dans la région 0 - 2ppm en spectrométrie RMN iy

- de radicaux libres donnant en RPE un facteur g = 2,0041,

La formation d'un polycondensat est révélée par l'absence en
spectrométrie UV d'une bande d'absorption caractéristique d'un chromophore

specifique et par la faible résolution des spectres infra-rouge et RMN 1u,
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La masse moléculaire moyenne de ce modéle humique est évaluée a
5.103, obtenue par limitation de la polycondensation en utilisant le
ditertiobutyl- 3,5 hydroxy- 4 toluéne (BHT), comme piége & radicaux libres.

Les résultats de l'analyse structurale nous aménent & proposer un
mécanisme d'oxydation s'effectuant par attagque du noyau aromatique de
l'acide gentisiqgue par les radicaux 0SO~3 et OH, débouchant sur une
proposition de 1'étape initiale de la synthése de ce modéle.

L'évaluation des propriétés complexantes a conduit & l'obtention de
constantes conditionnellles de stabilité K'j = 2,244,105 M1 et
K'y = 1,994.10° M1,

Le procédé de synthése pourrait étre optimisé€ par le suivi en RPE
du mécanisme d'élaboration de ce modéle humigque. En effet, comme ce
mécanisme est essentiellement radicalaire, cette technique peut permettre
l'identification des radicaux stables s'établissant dans le milieu

réactionnel et de préciser leur influence dans 1l'é&laboration du modéle.

L'ensemble des résultats de l'analyse structurale et des propriétés
complexantes concourt & une validation partielle de ce modéle. Un modéle
"universel" de référence, prenant en compte tous les aspects des propriétés
structurales et complexantes des substances humiques naturelles, est
difficille 3 concevoir.

Le modéle humigue issu de l'oxydation de l'acide gentisique a le
mérite de permettre:

- une comparaison interlaboratoire des résultats obtenus suivant
les mémes techniques et relatifs aux études structurales et d'évaluation
des propriétés complexantes des substances humigues naturelles

- une étude du comportement du ligand organique lors des
modélisations des interactions substances humiques - métaux en milieu
hydrique. Ce modéle humique peut étre utilisé soit aprés incorporation
d'acides aminés ou d'hétérocycles azotés pour compléter ses
caractéristiques structurales, soit en lui adjoignant d'autres composés

organiques définis, pour former des structures agrégatives.
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LEXIQUE

Polarographie classique & courant continu: diffusion currert (DC)

Polarographie différentielle pulsée: Differential pulse polarography (DPP)
Polarographie de redissolution anodique (PRA): anodic stripping voltammetry (ASV)
Polarographie impulsionnelle différentielle de redissolution anodique (PIDRA):
differential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV)

Electrode & goutte tombante: dropping mercury electrode (DME)

Electrode & goutte pendante: hanging mercury drop electrode (HMDE)
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ANNEXE

METHEODE DU DOSAGE DES TANINS ET LIGNINES
Principe
Les tanins et lignines réduisent les acides tungstophosphoriques et
molybdophosphoriques avec production d'une coloration bleue servant i
l'estimation de concentrations inférieures 4 9 mg/l en acides tannigues et

en lignines.

Seuil de détection

0,1 mg/l pour les acides tanniques et 0,3 mg/l pour les lignines.

Appareillage

Un spectrophotométre U.V. visible ; longueur d'onde : 700 nm

Réactifs

- Réactif des tanins et lidgnines
Dissoudre :
100 ¢ de tungstate de sodium dihydraté (NasWoy, 2 H20)
20 g d'acide phosphomolybdique (20 MoO3, 2 E3PO4, 48 E0)
50 ml d'acide phosphorique & 85 %
dans 750 ml d'eau distillée.
Bouillir la sclution & reflux pendant 2 heures, refrcidir et
compléter 41 1 avec de 1 'eau distillée.

- Sclution de carbonate de sodium
Disscudre 200 g de NasCD3 dans 1 1 d'eau distillée

- Sclution étalon d'acides tannicues ou de lignines 3 10 mg/l

Préparde par dilution dans de l'eau démindéralisée d'ume solution
meére 4 1 g/l.

Procédé -

Ajouter 2 ml de réactif tanins lignines & 50 ml d'échantillon £iltxé (*).
Attendre 5 minutes. |

Ajouter 10 ml de sclution de carbonate de scodium et agiter vigoureusement.
Attendre 10 minutes, le développement de la coloration bleue.

Effectuer le dosage spectrophotométrique par rappcrt & une gamme dtalon.
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