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Liste des alieviations ef acvanymes

AOEL :

APCI :

API :

BDD :
CBZ:
CE:
CG:
CID:

CIT:
CL:
CPET :

CV:
CYP450 :
DESI :

DFT :

DIU :
DJA :
EC:
ECS:
EPC:
ESI:
FAB :
FT-ICR:

Liste des abréviations et acronymes

Dose d’exposition acceptable pour I’applicateur (de 1’anglais Acceptable
Operator Exposure Levels)

lonisation chimique & pression atmosphérique (de 1’anglais Atmospheric
Pressure Chemical lonization)

lonisation a pression atmosphérique (de 1’anglais Atmospheric Pressure
lonization)

Carbone diamant dopé au bore (de I’anglais Boron-Doped Diamont)
CarBendaZime

Cellule Electrochimique

Chromatographie en phase Gazeuse

Dissociation induite par collisions (de [I’anglais Collision Induced
Dissociation)

Courant lonique Total

Chromatographie en phase Liquide

Transfert concerté¢ d’électron et de proton (de l'anglais Concerted Proton-
Electron Transfer)

Carbone Vitreux

CYtochrome P450

lonisation par désorption Electrospray (de 1’anglais Desorption ElectroSpray
lonization)

Théorie de la fonctionnelle de la densité (de l'anglais Density Functional
Theory)

Diuron

Dose Journaliere Admissible

EleCtrochimie

Electrode au Calomel Saturé en KCI

Electrolyse a Potentiel Controlé

lonisation par électronébulation (de I’anglais ElectroSpray lonization)
Bombardement d’atomes rapides (de 1’anglais Fast Atom Bombardment)
Spectrométrie de masse a résonance d’ion cyclotronique et transformée de
Fourier (de I’anglais Fourier Transform lon Cyclotron Resonance mass

spectrometry)
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Liste des alieviations ef acvanymes

FWHM : Largeur a mi-hauteur du maximum du pic (de I’anglais Full Width at Half
Maximum)

GSH : Glutathion

HAT : Transfert d’un atome d’hydrogéne (de I’anglais Hydrogen Atom Transfer)

HPLC : Chromatographie liquide & haute performance (de 1’anglais High Performance

Liquid Chromatography)

IC: lonisation Chimique

IE : Impact Electronique

LMR : Limite Maximale de Résidus

LTQ: Piege a ions quadripolaire linéaire (de 1’anglais Linear Trap Quadrupole)

m/z: Rapport masse sur charge

MALDI : Désorption ionisation par laser assistée par matrice (de 1’anglais Matrix

Assisted Laser Desorption lonisation)
MRM : Suivi des réactions multiples (de 1’anglais Multiple Reaction Monitoring)
PCET : Transfert conjoint d’un électron et d’un proton (de l'anglais Proton Coupled

Electron Transfer)

PsT : Produits de Transformation

RP : Phase inversée (de 1’anglais Reverse Phase)

SIB: Rapport Signal/Bruit

SET: Transfert d’un électron seul (de 1’anglais Single Electron Transfer)
SM: Spectrométrie de Masse

SMHR : Spectrométrie de Masse & Haute Résolution

SMSM ou SM? : Spectrométrie de masse en tandem, deux dimensions

TOF: Analyseur a temps de vol (de I’anglais Time Of Flight)

TQ: Piege a ions quadripolaire (de I’anglais Trap Quadrupole)

TQ ou QQQ : Triple quadripdle (de I’anglais Triple Quadrupole)

tr: Temps de Rétention

UHPLC : Chromatographie liquide a ultra-haute performance (de 1’anglais Ultra-High
Performance Liquid Chromatography)

UPLC : Chromatographie liquide a ultra performance (de I’anglais Ultra Performance
Liquid Chromatography)

VBL : Voltampérométrie a Balayage Linéaire

VC: Voltampérométrie Cyclique
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Glossaire

Ce glossaire explicite succinctement les termes en relation avec les pesticides et leurs transformations
(réactions). Il rappelle également quelques termes liés a la toxicologie/écotoxicologie et la
réglementation sur les pesticides.

Adventice : Espéce végétale étrangere a la flore indigéne d'un territoire dans lequel elle est
accidentellement introduite et peut s'installer (botanique) ou terme désigne une plante
herbacée ou ligneuse indésirable a I'endroit ou elle se trouve (agronomie). Il est aussi utilise

comme synonyme de mauvaise herbe.

Biodégradation : Décomposition partielle ou totale d'un produit par un agent biologique et
qui conduit a I'élimination compléte avec comme seuls rejets des produits simples tels H20,
CO», CHa, Ha, chlorures (pour un organochloré), ou encore de I'acétate et d'autres produits de
fermentation. On parle de biodégradabilité si le composé a dépolluer est accessible, dans

certaines conditions, a au moins une microflore.

Biotransformation : Transformation chimique d'un composé par un agent biologique. Cette
notion implique généralement un métabolisme incomplet du substrat et non une véritable
assimilation. Une oxydation, une hydrolyse, une déshalogénation, un méthylation, etc..., sont

des biotransformations quand elles sont realisées par un microorganisme.

Ces réactions peuvent consister dans le remplacement de I'halogéne : soit par un ion H
(déshalogénation réductive), soit par un ion OH (déshalogénation hydrolytique) : Elles
peuvent également résulter dans I'enlevement de [I'halogene et dun H adjacent
(deshydrodéhalogénation)

Concentration létale 50 : La CL 50 par inhalation est la dose ou concentration du produit qui
tue 50% des animaux d’expériences apres une seule exposition dans des conditions d’études

normalisées.

Conjugaison : Ce sont des réactions qui associent un composé courant des voies
métaboliques a un composé toxique dont elles provoquent l'inactivation. Certains organismes
peuvent conjuguer un fongicide de la famille des dithicarbamates avec de I'acide butyrique

produisant une conjugaison moins toxique que le fongicide.

Déhalogénation ou déshalogénation : Elimination d'un (ou plusieurs atomes) d'halogéne
(Fluor, Chlore, Brome et lode) d'un composé. Cette réaction détoxifie généralement certains
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organochlorés, mais peut aussi conduire a la production de composés plus dangereux encore,

tel le chlorure de vinyle.

Déméthylation et autres déalkylations : De nombreux pesticides contiennent des radicaux
méthyl ou alkyl liés a un N- ou un O-. Une déalkylation du N- ou du O- généralement inactive
ces pesticides. Dans le cas du Diuron, I'enlevement d'un premier radical méthyl conduit au
dérivé monométhylé nettement moins actif comme herbicide que le Diuron. L'enlévement du

second radical méthyl rend la molécule complétement inefficace.

Demi-vie : La demi-vie d'un composé dans un environnement donné est le temps nécessaire
pour que sa concentration diminue de moitié. Cette valeur varie suivant les conditions
physico-chimiques du biotope et en particulier suivant que le produit est placé en anaérobiose

ou en aérobiose.

Dépollution : Elimination ou inactivation spontanée ou intentionnelle d'un polluant par des

agents physiques, chimiques ou biologiques.
Détoxification : Destruction ou inactivation, spontanée ou provoqueée, d'un compose toxique.

DLso (en anglais LCso) : Concentration moyenne d'un polluant (définie statistiquement)

Iétale pour 50% des organismes exposes.

Dose Journaliere Admissible : Quantité de substance qu’un étre humain peut absorber
quotidiennement sa vie durant sans effet néfaste pour sa santé. Elle s’exprime en
mg/kg_poids_corporel/j. Elle est calculée en divisant la DES (Dose Sans Effet) par un
coefficient de sécurité, en genéral de 100, pour tenir compte de la variabilité inter- et intra-
espece et, parfois, de 500 ou 1000 si des doutes sur la toxicité existent ; elle sert pour

I’ensemble de la population.

Dose létale 50 : la DL 50 par mode d’absorption, orale ou cutané est la dose de produit qui
tue 50 % des animaux d’expériences apres une seule exposition dans des conditions d’études

normalisées.

Dose Sans Effet observé : Quantité maximale de substance dont I’absorption quotidienne ne
se traduit pas par des effets toxiques sur des animaux de laboratoire. Elle s’exprime en

mg/kg_poids_corporel/j.

Fongicide : Pesticide destiné a lutter contre les parasites et les champignons pathogénes.
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Herbicide : Pesticide destiné a éliminer les adventices des cultures.

Hydrolyse : Le clivage d'une liaison par addition d'eau est une réaction fréquente effectuee

par les microorganismes et qui inactive un certain nombre de substances toxiques.

Hydroxylation : Addition d'un ion OH a une molécule. Cette réaction, appliquée a des

composés aromatiques ou aliphatiques, les rend généralement moins toxiques.
Insecticide : Pesticide destiné a éliminer les insectes nuisibles.

Limite Maximale de Résidus (LMR) : Concentration maximale en résidus de produit
phytopharmaceutique, officiellement fixée, tolérée dans une denrée alimentaire en 1’état ou

transformée, destinée a I’Homme ou aux animaux. Elle est exprimée en en mg/kg.

Log Kow : Le log Kow est une mesure de la solubilité différentielle de composés chimiques
dans deux solvants (coefficient de partage octanol/eau). Il est égal au logarithme du rapport de
la concentration de la substance é¢tudiée dans 1’octanol et 1’ecau. Cette valeur permet
d'appréhender le caractere hydrophile ou hydrophobe (lipophile) d'une molécule. En effet, si
le log Kow est positif et tres élevé, cela exprime le fait que la molécule considérée est bien

plus soluble dans I'octanol que dans I'eau, ce qui refléte son caractere lipophile et inversement.

Minéralisation : Biodégradation dans laquelle I'étape ultime est la formation de CO,. Cette
notion implique généralement qu'une partie du composé a été assimilée par I'organisme

concerné (et pour lequel il a constitué un substrat).

Persistance : Durée pendant laquelle les résidus d’un produit phytopharmaceutique sont

détectables dans I’environnement.

Persistant (ou Récalcitrant) : Un compose est qualifié de récalcitrant ou de persistant quand
son élimination par des voies biologiques est impossible (récalcitrant vrai), ou tres lente ... ou
encore gu'il n'a pas encore été possible de mesurer sa vitesse de dégradation, tant elle est
lente. Ces termes s'appliquent le plus souvent aux produits xénobiotiques, mais des composes
naturels peuvent aussi étre récalcitrants (exemple, I'humine). La persistance d'un compose est
généralement estimée par le temps nécessaire pour que sa concentration initiale diminue de

90%. Cette valeur est approximativement égale a 3,5 fois la demi-vie.

Pesticide : Désignent ’ensemble des substances actives ou préparations utilisées pour la
prévention, le contréle ou I’élimination d’organismes jugés indésirables, qu’il s’agisse de

plantes, de nuisibles et de champignons.
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Pesticide de contact : Pesticide qui agit en surface.

Pesticide systémique : Pesticide qui agit aprées transfert a 1’intérieur de la plante et diffusion

par la séve.

Polluants émergents : Composés nouvellement détectés dans 1’environnement, ils ne sont

pas comme leur nom I’indique nouveaux.

Pollution (définition simplifiée) : Introduction dans un milieu de substances ou d'énergie
susceptibles d'avoir des effets indésirables ou toxiques sur I'hnomme et son environnement. On
distingue plusieurs types de pollution : accidentelle (déversement inhabituel - mais parfois
volontaire - d'un produit indésirable) ; cumulative ("petits" déversements consécutifs dans le
temps, conduisant a des teneurs finales dangereuses) ; diffuse (répartie sur une grande surface
ou une grande profondeur ; inverse : ponctuelle : liée a une activité industrielle trés localisée

Ou a un rejet non controlé).

Résidus de pesticides : Il s’agit d’une ou plusieurs substances présentes dans ou sur les
végetaux ou produits d’origine végétale, des produits comestibles d’origine animale, ou
ailleurs dans I’environnement et constituant le reliquat de P’emploi d’un produit

phytopharmaceutique, y compris leurs métabolites issus de la dégradation.
Toxicité aigue : Effet résultant de ’administration d’une dose unique de la substance étudiée.

Toxicité chronique : Effet résultant de I’administration d’une dose ou de I’exposition
quotidienne a une concentration de la substance étudiée pendant une durée longue, par

exemple un ou deux ans.

Toxicité subaigle : Effet résultant de 1’administration d’une dose ou de 1’exposition
quotidienne a une concentration de la substance étudiée pendant une durée courte, par

exemple une semaine.

Toxicité subchronique : Effet résultant de 1’administration d’une dose ou de 1’exposition
quotidienne & une concentration de la substance étudiée pendant une durée moyenne, par

exemple trois mois.

Xénobiotiques : (étrangers au monde vivant) désigne les composeés qui ne sont pas
représentés dans I'environnement ou chez les étres vivants, en dehors de I'activité humaine.
Composes organiques résultant de l'activité humaine (non naturel, et absent des biotopes

naturels non pollués).
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Introduction générale

Le devenir environnemental des xénobiotiques déversés dans 1’environnement est une
préoccupation récurrente depuis un certain nombre d’années. En particulier, les pesticides
sont montrés du doigt chaque fois que des traces de telle ou telle molécule sont retrouvées
dans les eaux, les sols, les sédiments, 1’atmosphere, les aliments. Face a cette préoccupation,
la loi conduisant a 1’Autorisation de Mise sur le March¢ (AMM) des produits
phytopharmaceutiques s’est trés fortement durcie ces trente derniéres années. Elle oblige entre
autres les fabricants a réaliser de nombreux tests toxicologiques et éco-toxicologiques de ces
derniers. Malgré la pertinence et I’intérét de tels tests, ceux-ci ne sont pas encore a méme de
traduire toutes les situations environnementales ou de physiologie humaine, mais constituent
tout de méme une alternative certaine et probante, notamment dans la simulation et/ou la
prédiction des dégradations environnementales des xénobiotiques. La mise sur le marché
d’une nouvelle molécule (notamment un pesticide) formulée n’est donc pas des moindres
pour les firmes actuelles et représente un engagement financier impressionnant de la part de

ces derniers.

Les pesticides font partie des xénobiotiques qui sont largement utilisés dans le
domaine agricole pour éliminer les mauvaises herbes, augmentant ainsi la disponibilité des
cultures et diminuant le prix des aliments pour remeédier aux pénuries alimentaires
(Ecobichon, 2001). Bien qu'ils aient de nombreux effets bénéfiques, leur mauvaise utilisation
constitue un risque de contamination environnementale et une menace pour la santé humaine
(Bandzuchova et al, 2013). Une fois qu'ils sont introduits dans l'environnement et
éventuellement dans les aliments, le composé d'origine peut étre transformé en métabolites
qui peuvent avoir des profils de toxicité différents. Cette transformation se déroule en deux
étapes distinctes. La premiére étape (phase 1) est celle ou le composé xénobiotique est
fonctionnalisé par oxydation, hydrolyse ou moins fréquemment réduction, conduisant a
I'introduction par exemple des groupes hydroxyle, amino, carboxyle ou thiol dans la molécule
(métabolites primaires). Dans la deuxieme étape (phase Il), ces métabolites primaires
subissent des réactions de conjugaison avec des agents endogénes pour former des
métabolites secondaires (Levsen et al., 2005). Ces biotransformations, en particulier les
réactions de phase I, ne conduisent pas toujours a l'inactivation (détoxification) du composé
mais parfois a des composés plus actifs (bio-activation) ou encore plus toxiques (bio-
toxification). En plus de la dégradation in vivo et environnementale, les activités humaines

comme la cuisson des aliments et le traitement des eaux usées peuvent conduire & produire
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des métabolites plus toxiques que le composé parent (Zabaleta et al., 2018). Il est donc
essentiel de prévoir ces dégradations, d'identifier les métabolites prédominants et de définir un

marqueur représentatif pour suivre le devenir des pesticides dans I'environnement.

La meéthode classique pour étudier les transformations de composés chimiques
consiste a extraire les produits de dégradation provenant de 1’humain/animal (in vivo), ou
d’extraits cellulaires/microbiens (in vitro) et a les identifier (Jahn et Karst, 2012). Comme
toute analyse de matrice biologique, la préparation d’échantillons nécessaires pour
I’indentification des métabolites est fastidieuse. De plus, les produits de dégradation peuvent
étre présents a une faible concentration, rendant plus difficile le travail d’identification et de
caractérisation (Wilber et Wang, 1997). Face a cette difficulté d'identification et de
caractérisation des produits de dégradation, et en raison de la demande de techniques de
criblage a haut débit pour la prédiction et la simulation du métabolisme des xénobiotiques,
plusieurs alternatives aux matériaux biologiques ont été introduites (Lohmann et Karst, 2008;
Portychova et al., 2017). Parmi ces méthodes alternatives, I'électrochimie couplée a la
chromatographie liquide et/ou a la spectrométrie de masse (EC-CL-MS et/ou EC-SM) a
connu un regain d'intérét ces derniéres années. Les couplages EC-CL-SM et EC-SM peuvent
fournir des informations rapides, fiables et détaillées sur les possibles métabolites, qui sont
générés et identifiés dans le méme systeme (Faber et al.,, 2014; Jurva, 2004). Une
détermination directe des intermédiaires et des métabolites instables a courte durée de vie est
également possible sans interférence des matrices biologiques (Buter et al., 2015; Lohmann et
Karst, 2007). Ces méthodes offrent I'avantage de produire des molécules d’intérét dans des
matrices dites propres (ou simples) et permettent ainsi d'accéder a des quantités importantes
de métabolites nécessaires aux analyses quantitatives ou toxicologiques. De plus, les
techniques électrochimiques peuvent couvrir un large éventail de réactions grace a l'utilisation
de différents matériaux d'électrode et permettre une analyse rapide via un couplage en ligne et
hors ligne (direct et indirect) a la spectrométrie de masse a ionisation par électronébulation
(Bussy et Boujtita, 2014; Faber et al., 2011; Johansson et al., 2007; Jurva et al., 2003;
Nouri-Nigjeh et al., 2011).

Bien que les méthodes basées sur I'électrochimie ne simulent pas encore tous les
processus identifiés in vivo, ces techniques offrent une grande vitesse d'analyse, une
polyvalence vers l'automatisation et I'accessibilité a la fois financiere et technique. Puisque les
voies de dégradation par oxydation sont importantes aux niveaux microbien, humain et
environnemental, les couplages EC-SM et EC-CL-SM sont donc une alternative permettant

d’obtenir des produits de transformation par voie oxydative dans des solutions plus simples
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(Diehl et Karst, 2002), facilitant ainsi I’interprétation et 1’¢lucidation des structures chimiques
(Hoffmann et al., 2011). La plupart des travaux concernant le développement des méthodes
EC-SM et EC-CL-SM sont consacrés au métabolisme oxydatif du foie des produits
pharmaceutiques (Bussy et al., 2015; Nowak et al., 2014). Leurs applications pour étudier le
devenir des polluants environnementaux tels que les pesticides sont assez rares. Lohmann et
co-auteurs ont simulé la substitution nucléophile de chlore et I'amination du pesticide boscalid
(Lohmann et al., 2009), ainsi que les métabolites conjugués de phase Il (avec du glutathion).
D'autres auteurs comme Mekonnen et collaborateurs (Mekonnen et al., 2017, 2018a,b) ont
simulé les processus de biotransformation d'un fongicide (fluopyram) et d'un insecticide
(chlorpyrifos) en utilisant la méthode EC-SM. Les travaux de Bussy et coauteurs quant a eux
(Bussy et al., 2014, 2015) ont porté sur la simulation du métabolisme réductif en Phase | et
phase Il du pesticide TFM (3-trifluorométhyl-4-nitrophenol) par couplages EC-LC-SM.

Compte tenu des applications limitées que démontrent I'utilisation de I'électrochimie
couplée a la spectrométrie de masse pour élucider le devenir environnemental des pesticides,
ce travail vise a appliquer les techniques EC-SM et EC-CL-SM pour I'étude des produits de
transformation des pesticides. L'objectif de ce travail est de mettre en évidence I'exploitation
de techniques analytiques et électroanalytiques, qui associées, autorisent I'élucidation des
mécanismes redox de molécules d'intérét agrochimiques. Par la génération électrochimique
("online" et/ou "offline™) des produits d'oxydation de différentes molécules pesticides, suivie
de leurs caractérisations et identifications par spectrométrie de masse, nous tentons d'apporter
une réponse a certains défis posés. Ce travail de thése consiste donc a démontrer, au moyen de
I’étude de systémes modeles, 1’utilité et la complémentarité des techniques électroanalytiques
hybrides dans la résolution des mécanismes oxydatifs relativement complexes, des substances
agrochimiques susceptibles d’intervenir au niveau physiologique ou dans 1’environnement.
L'herbicide diuron (DIU) et d'autres herbicides de la méme famille, ainsi que le fongicide
carbendazime (CBZ) ont été choisi comme composés modeéles pertinents pour estimer la
capacité de I'électrochimie a simuler/mimer les dégradations environnementales. Une
attention particuliére a été accordée au piégeage et a I'identification d'intermeédiaires réactifs
(quinones, quinones imine, ions nitrenium, époxydes, arene oxydes), a l'identification des

mécanismes de réactions et a la proposition des voies de dégradations oxydatives.

Les travaux de cette these sont présentés a travers cing chapitres. Le premier chapitre
présente les principes fondamentaux de I’électrochimie, les méthodes électrochimiques
d’analyse en solution et I'électrosynthése organique. Par la suite quelques notions essentielles

en spectrométrie de masse seront abordées, notamment les sources d’ionisation, les types
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d'analyseurs de masse et les détecteurs a ions. Enfin la spectrométrie de masse tandem
(SMSM ou SM?), les techniques chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse
ainsi que le couplage entre une cellule électrochimique et un spectrometre de masse seront

également abordées.

Le second chapitre présente un état des connaissances organisées autour des pesticides
de maniere générale, et en particulier ceux retenus pour cette étude : les herbicides de la
famille des phénylurées et les fongicides de la famille des carbamates et benzimidazoles. La
nature des composés, 1’étude des sources, de I’occurrence et du devenir de ceux-ci au sein des
systemes environnementaux seront détaillés afin de dégager les enjeux majeurs pour chaque

famille de composés et d’inscrire ces travaux dans des éléments de contexte pertinents.

Le troisieme chapitre se focalisera sur l'apercu des méthodes de simulation des
dégradations environnementales, a savoir les méthodes de métabolisme, les méthodes
photochimiques et de Fenton, les méthodes électrochimiques. Les techniques couplages EC-
SM (Electrochimie - Spectrométrie de Masse) et EC-CL-SM (Electrochimie -
Chromatographie Liquide - Spectrométrie de Masse) seront mis en exergue. Les techniques
analytiques pour l'identification des produits de transformation ainsi que les processus de
transformation des pesticides seront également décrits.

Dans le quatrieme chapitre, les réactifs, le matériel et les détails méthodologiques des
différentes techniques/méthodes instrumentales utilisés durant ce travail seront présentés et
specifiés. De plus, un bref rappel sera fait sur la mise en ceuvre des couplages EC-SM et EC-
CL-SM ainsi que des conditions expérimentales et paramétres expérimentaux adaptés tant au

dispositif électrochimique qu’au spectrométre de masse.

Quant au cinquieme chapitre, il sera entierement consacré a ’interprétation et la
discussion des résultats expérimentaux et théoriques, et comprendra dans 1’ordre 1'étude par
voltampérométrie cyclique du comportement électrochimique de différents pesticides,
I'électrosynthese a travers la coulométrie a potentiel contrélé, et enfin I'analyse des anolytes
par spectrométrie de masse (simple et tandem). Le couplage en ligne EC-SM a permis de
proposer des mécanismes de dégradation électrochimique plausible, et les études théoriques
complémentaires ont eté réalisées par des calculs DFT (théorie de la fonctionnelle de la
densité, Density Functional Theory) pour appuyer les résultats obtenus. La derniére partie du
manuscrit sera dédiée a la conclusion pouvant étre tirée des différents résultats exposés ainsi

qu'a la présentation de quelques perspectives.
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Chapitre 1. Généralités sur I’électrochimie et la spectrométrie de

masse

.1 Notions d’électrochimie : Théories, méthodes d’analyse et

électrosynthése organique

L’électrochimie est une discipline a ’interface entre la physique et la chimie qui
étudie D’interconversion entre 1’énergie électrique et 1’énergie chimique par le biais des
processus de transfert d’électrons principalement a ’interface de deux milieux. L’un de ces
milieux est une électrode, la plupart du temps de nature métallique, tandis que 1’autre peut
varier de par sa nature (gaz, liquide ou solide). Elle a donc pour objet 1’étude des phénomenes
aux interfaces entre des conducteurs électroniques (métaux, polymeres conducteurs) et des
conducteurs ioniques (solutions électrolytiques, sels fondus, électrolytes solides) (Bard et
Faulkner, 2001a).

Avant d’explorer I’apport de 1’électrochimie dans le domaine environnemental, et plus
particulierement dans I'étude des processus de transformations biotique et abiotique des

pesticides, il est utile, dans un premier temps, de rappeler quelques concepts fondamentaux.
I.1.1 Réactions électrochimiques et processus aux électrodes

Une réaction électrochimique est une réaction d’échange d’électrons qui se déroule a
la surface d’une électrode. Dans tous processus électrochimiques, on reléve plusieurs types de
phénoménes associés a un transfert de charges électriques aux interfaces électrodes
(conduction électronique) - électrolyte (conduction ionique). Lors de ce transfert de charges,
on assiste a une transformation chimique : I’oxydoréduction. Ces réactions d’oxydation et de

réduction obéissent au schéma réactionnel suivant :

Oxidation

Red ————Ox+ne" .
REAUCHON L iieeeeeenaseossnssossnnssosnnrssoriinssossnnssosiinnas Equation |. 1
Dans cette réaction, Ox et Red représentent respectivement les formes oxydée et réduite de
I’espece é€lectroactive, e I'électron et n le nombre d’électrons échangés. Les électrons se
déplacent entre les électrodes a travers un circuit extérieur et 1’équilibre de charge est

compensé par le mouvement d’ions dans la solution électrolytique (Bard et Faulkner, 2001a).

Lors d'une réaction électrochimique, il s'établit un potentiel d’électrode. Son expression a

I’équilibre thermodynamique Eeq est donnée par la relation de Nernst :
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Sol

RT COX
SOl ttetteteetsessccecceiceiteitettettitttttttttattaiiseciione
nF C Red

E est le potentiel standard du couple Ox/Red, R la constante des gaz parfaits (8,314 J/mol/K),

Equation I. 2

E.=E'+

T la température (en K), F la constante de Faraday (96485 C/mol), C' et C. les

concentrations en Ox et Red dans la solution respectivement.

Dans le cas particulier ou des protons participent a la réaction (avec p le nombre de
protons impliqués comme réactifs), E® est remplacé dans I’équation 1.2 par le potentiel

standard E® et cette équation devient :

Sol

E.= E’+ In Co.. ;Avec-E” =E° - r]><—pH .................... Equation I. 3

Sol ?
Red

Le pH est donc une grandeur importante en électrochimie car il module le potentiel de
ces réactions. De plus, certaines espéces électroactives possédent également des propriétés
acido-basiques et la proportion de chacune des formes est également modulée par le pH (en

relation avec le pKa du couple acido-basique) (Wang, J., 2006a).

Le potentiel d’équilibre n’est mesurable que lorsque le courant I dans la solution est
nul. Des lors qu’il existe un courant dans la solution, le potentiel E # Eéq et le systeme
Ox/Red devient complet. L’existence d’une différence de potentiel a 1’équilibre pour
I’interface électrode/€lectrolyte est donc liée a la différence des niveaux de Fermi de
I’électron a potentiel nul dans les deux milieux. Cela se traduit par une valeur particuliére du

potentiel d’électrode E€q permettant de réaliser 1’équilibre électrochimique, c’est-a-dire

I’égalité des niveaux de Fermi de part et d’autre de Pinterface : E _ = E:::IX En ce qui

concerne la réactivité nucléophile/électrophile, le caractére donneur ou accepteur d’électron
d’une molécule est fortement dépendant de 1’énergie des orbitales fronticres, a savoir la HO
(plus haute orbitale occupée) et la BV (plus basse orbitale vacante). De ce fait, si un potentiel
est imposé a ’¢électrode, le niveau de Fermi de celle-ci va étre modifié. On peut donc établir
que le caractéere oxydant est généralement associé a 1’énergie de 1’orbitale BV (il sera d’autant
plus marqué lorsque la BV sera basse en énergie), et le caractere réducteur a 1’énergie de
I’orbitale HO (il sera plus marqué lorsque la HO sera haute en énergie) (Miomandre et al.,
2014a).

En électrochimie analytique et plus particulierement en voltampérometrie, il est

important de pouvoir interpréter les courbes courant-potentiel | = f(E) (ou densité de courant-
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potentiel J = f(E)) en fonction de la composition de la cellule d’¢électrolyse. La loi de Faraday
permet de relier la quantité de matiére €lectrolysée Ni (en mol) a la quantité d’électricité Q
(en Coulomb) avec F la constante de Faraday (96485 C/mol) et n le nombre (sans unité)

d’¢lectrons impliqués dans la réaction.

|\|i=|\|OX=|\|Red=g ......................................................... Equation 1. 4
Le courant I étant la quantité d’¢électricité par unité de temps (t), la vitesse globale de réaction
¢lectrochimique vgiobale peut étre définie par I'équation 1.5, avec A I’aire de 1’électrode de

travail et J la densité de courant.

_ANG_ )

el PN Equation I. 5

Vaote ™ gt~ nFA  nF

Différents facteurs (transfert de charge, transport de matiéres, réactions chimiques et de

surface) influencent la vitesse de réaction électrochimique et donc le courant :

e Le transfert de charge (vitesse d’échange d’électrons au niveau de la surface de
I’électrode) : Le transfert d’€lectrons de I’électrode vers les espéces électroactives ou
inversement. Décrit par la loi de Butler-Volmer, ce phénoméne implique que le courant
évolue de fagon exponentielle en fonction de la surtension appliquée a 1’¢lectrode de travail. Il

dépend de la nature de 1’électrode de travail (Bard et Faulkner, 2001a ; Wang, J., 2006a).

e Le transport de masse (vitesse a laquelle sont renouvelées les espéces de la solution
vers 1’électrode) : Le transport des espéces électroactives vers I’interface électrode-électrolyte.

Ce transport peut étre assuré par :

- La migration : mouvement des especes chargées sous I’influence d’un gradient de

potentiel électrique (ou d’un champ électrique) ;

- La diffusion : mouvement d’une espéce sous 1’influence d’un gradient de potentiel
chimique (ou gradient de concentration). L espéce se déplace des régions les plus concentrées
vers les régions les moins concentrées. La réaction électrochimique modifie les concentrations

en espéces actives au voisinage de 1’électrode ;

- La convection : mouvement d’une espece sous l’action de forces de pression,

agitation ou transport hydrodynamique.

NB : 1- Le transport par migration n’est pas nécessairement un mode de transport important

pour I’espece ¢lectroactive en milieu aqueux malgré qu’elle soit chargée. Pour un électrolyte

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020 7




Chapitee \. Genevalites suy € lectvactiimie et la spectrometiie de masse

relativement conducteur, le transfert de charges par migration au sein de la solution est donc
principalement assuré par les espéces ioniques constituant 1’électrolyte, plutét, que par
I’espece électroactive, dont la contribution au flux de migration est rendue négligeable. Des
lors, le transfert de masse de I’espece é€lectroactive peut étre considéré comme s’effectuant

exclusivement par diffusion et convection.

2- 1l est a noter qu’en voltammeétrie le transport a lieu par diffusion (car la migration et la
convection peuvent étre négligées sous certaines précautions experimentales) et il est décrit
par les lois de Fick. Le courant est proportionnel a la concentration en solution de I’espéece
¢lectroactive si la couche de diffusion est d’épaisseur constante (régime de diffusion
stationnaire). En revanche, le courant décroit avec t'/? dans le cas d’un régime de diffusion

naturelle (loi de Cottrell) car I’épaisseur de la couche de diffusion est variable.

e Les réactions chimiques : Les réactions chimiques pouvant intervenir avant et/ou
aprés la réaction électrochimique (complexation, protonation, €échange ionique,

oxydoréduction).

e Les réactions de surface : L’adsorption du réactif sur 1’électrode et la désorption du
produit de réaction, ou encore la cristallisation du produit de réaction sur I’électrode par

exemple.

La figure 1.1 ci-dessous résume les différentes étapes du processus électrochimique au niveau

d’une électrode.

Interface €lectro-€lectrolyte : Ceeur de

@ @ I’électrolyte

Réaction Transfert de
Adsorption chimique masse
M ()

‘//’ Ox [ ()-‘.surf_'_» Aélectrolyte

Ox g4
9
Réd 4 @ @

Réaction Transfert de

chimique masse
. . s - s >
Déso rption Réd — R "d.\-un':: Réd électrolyte
I

Adsorption

Figure 1. 1: Description des différentes étapes du processus électrochimique au niveau d’une

électrode.
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La premiere étape (1) est le transfert de la matiére électroactive, Ox, vers la surface de
I’électrode. Lors de la deuxi¢me étape (2), I’espéce électroactive subit une désolvatation ou
une décomplexation éventuelle. L’étape électrochimique (3) comprend alors, en général,
plusieurs sous-étapes souvent difficilement identifiables de maniere isolée, a savoir :
I’adsorption sur ¢électrode de I’entité qui va participer au transfert de charge, le transfert
d’¢électrons proprement dit avec les modifications moléculaires que cela implique, les
réarrangements qui peuvent, éventuellement, provenir du transfert de charge et la désorption
du produit de la réaction électrochimique. La réaction éventuelle des produits de la réaction
électrochimique constitue la quatrieme étape (4). La derniere étape (5) consiste enfin au
transfert de masse du produit depuis I’interface vers le cceur de 1’¢électrolyte (Miomandre et
al., 2014a).

1.1.2 Mécanisme de transfert d’électron (s) et/ou de proton (s)
1.1.2.1 Généralites

Dans cette étude, nous étudions les réactions qui sont initiées par un transfert
électronique. Ce transfert peut se faire de fagon concertée ou non avec le transfert d'un proton,
aboutissant ainsi a des especes cationiques radicalaires, radicalaires ou tout simplement
cationiques. Une connaissance de ce type de transfert est un plus pour I'élucidation du

mécanisme de dégradation par voie électrochimie.

Le PCET (Proton Coupled Electron Transfer) est le terme générique désignant les
réactions chimiques impliquant le transfert conjoint d’un électron et d’un proton, de fagon

concertée ou non.

Le CPET (Concerted Proton-Electron Transfer) désigne quant a lui, le processus
concerté de transfert d’électron (ET, Electron tranfer) et de proton (PT, Proton Transfer).
Lors de ce type de réaction, I’électron et le proton sont transférés au cours de la méme étape
cinétique. Contrairement a un mécanisme non concerté, le systtme ne passe pas par un
intermédiaire radicalaire (résultant d’un transfert d’¢lectron simple) ou ionique (résultant

uniquement d’un transfert de proton) (Hang et al., 2007).

Suivant les systémes, les directions de propagation de 1’électron et du proton peuvent
étre différentes. Le PCET peut étre orthogonal (les accepteurs de proton et d'électron sont
différents et la charge négative de 1’électron n’est pas compensée par l'arrivée de proton)

(Mayer, 2004) ou convergeant (les directions de propagation sont les mémes, I’accepteur de
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proton et d’électron est la méme molécule). Ce processus de PCET convergeant est également
appelé HAT (Hydrogen Atom Transfert) (Mayer, 2011).

1.1.2.2 Mécanisme général

Le PCET est formellement la combinaison du transfert de deux particules chargées, un
¢lectron (charge négative) et un proton (charge positive) au sein d’un systéme moléculaire. La
modification de la structure électronique de ce systéme suite a ces transferts entraine des
changements importants au niveau de sa réactivité. Pour un PCET, le mouvement du proton
va altérer les potentiels d’oxydo-réduction, et le mouvement de 1’électron va, quant a lui,

fortement influencer les propriétés acido-basiques du systéme.

Une fois ces possibilités d’altération comprises, le mécanisme PCET peut étre décrit
de maniére exhaustive. Le diagramme dit « diagramme en carré » (figure 1.2) est alors utilisé.
Formellement ce diagramme montre toutes les possibilités de réaction avec un transfert
d’¢électron et de proton. Les voies passant par les c6tés du carré représentent les possibilités de
transférer les particules 1’une aprés I’autre. Dans ce cas, un intermédiaire réactionnel
radicalaire pour un transfert initial d’électron, et ionique pour un transfert initial de proton

sera identifiable.

En opposition, la diagonale du carré ne permet pas d’identifier les intermédiaires
résultant du transfert d’une des deux particules. Le double transfert suivant cette diagonale se
déroule donc de facon synchronisée. Il existe deux types de diagramme suivant que

’accepteur de proton et d’¢électron soit la méme molécule (figure 1.2a) ou non (figure 1.2b).

PT
X—H+ = X +H_Y XH -Y+7 X HY +77
HAT
CPET) ET CPET ET
(b)
N 7 + AY 7t

X—H + > X+Y-H XH-Y+Z - »XHY +Z

a) Y: accepteur de proton b) Y :accepteur de proton

et d’électron Z : accepteur d’électron

Figure 1. 2: Schéma des mécanismes limites pour un transfert d’atome d’hydrogene (HAT) et
un CPET (Mayer, 2004).

Ce schéma établi, les énergies des différents intermédiaires radicalaires et ioniques
peuvent étre calculées. Le resultat de ces estimations montre que, dans beaucoup de cas,

I’énergie nécessaire au CPET (le chemin concerté) est inférieure aux chemins non concertés.
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Toutefois, lors d’un PCET, les propriétés acido-basique et oxydo-réductrice sont fortement
affectées (Mayer, 2004 ; Mayer et Rhile, 2004).

1.1.3 Méthodes électrochimiques d’analyse en solution

Lors de cette étude, différentes techniques électrochimiques ont été utilisées. Cette
section sert de référence quant a ’utilisation de ces techniques, leurs principes ainsi que les
calculs associés. Pour ces différentes techniques électrochimiques employées, on utilise un
montage a trois électrodes (soit a un seul compartiment, soit a deux compartiments),
lesquelles sont reliées a un potentiostat. Ce montage comprend une électrode de travail
(électrode indicatrice ou de mesure), une électrode de référence et une contre-électrode
(électrode auxiliaire). En fonction du parametre qui est contr6lé et de celui qui est mesuré, on
peut ainsi distinguer plusieurs méthodes, mais seules celles utilisées dans le cadre de cette

étude seront présentées :

e La voltampérométrie ou voltammeétrie : Le potentiel est balayé en fonction du temps et le
courant est mesuré en fonction du potentiel (ou du temps), les deux (potentiel et temps) étant
reliés par la vitesse de balayage) (Bard et Faulkner, 2001b).

e La chronocoulométrie et chronoampérométrie (électrolyse a potentiel contr6lé) : le potentiel
est maintenu constant et le courant est mesuré en fonction du temps, permettant de déterminer

la charge électrique échangée (Bard et Faulkner, 2001c).

1.1.3.1 La voltampérometrie cyclique (VC) et la voltampérométrie a balayage linéaire
(VBL)

La voltampérométrie cyclique ou voltammétrie cyclique, ou encore cyclovoltammétrie
fait partie des méthodes électrochimiques les plus couramment utilisées. C’est une technique
expérimentale permettant I’¢tude de systemes electrochimiques en régime de diffusion pure
(la solution n’étant pas agitée) ou celle d’especes adsorbées. Elle constitue une méthode de
choix pour acquérir simplement et rapidement des informations sur les processus redox, la
cinétique des réactions de transfert de charge ou la réversibilité d'un systéme électrochimique.
Elle permet également d’approfondir les mécanismes des réactions, notamment en mettant en
évidence la présence d’une espéce adsorbée ou en étudiant 1’effet d’une réaction chimique

couplée (Zoski, 2007).

Le principe de la voltampérométrie est d’imposer une rampe linéaire de potentiel a la
surface de 1’électrode de travail par rapport a une électrode de référence. Le balayage de

potentiel s’effectue linéairement entre deux valeurs de potentiel : de Ei, potentiel initial,
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jusqu’a Ef, potentiel limite/final, suivi d'un retour au potentiel initial. La réponse des espéeces
¢lectroactives a cette rampe de potentiel génére un courant qui sera mesuré entre 1’¢lectrode
de travail et la contre électrode. L’analyse de ce courant peut nous renseigner sur la cinétique
du transfert électronique a I’interface ¢lectrode/solution. Dans le cas d’un systéme réversible
pour lequel le transport de matiére est assuré seulement par la diffusion, on obtient un

voltampérogramme (I = f(E)) caractéristique présenté sur la figure 1.3 (Wang, J., 2006b).

) - Oxydant

Réducteur W

Figure 1. 3: Allure typique d'un voltampérogramme cyclique annoté avec ses valeurs

caractéristiques.

Les valeurs de potentiel associées aux pics d'oxydation ipa et de réduction ipc sont
dénommeées Epa et Epe. La moyenne algébrique de ces deux valeurs permet de déterminer E1,
qui est le potentiel caractéristique du couple oxydant/réducteur étudié. Si I’on considere une
espece Ox présente en solution au départ, le pic de courant obtenu au balayage aller traduit la
réduction de Ox en Red avec 1 < 0. Quant au balayage retour, il traduit I’oxydation de I’espéce

Red en Ox avec i > 0.

En diffusion naturelle pure, I’augmentation du potentiel provoque une hausse du
courant, qui se traduit par une augmentation du gradient de concentration en especes
électroactives a la surface de I'électrode. Cependant, ici la couche de diffusion n’est pas
controlée et évolue naturellement durant la réaction électrochimique. Lorsque le courant
atteint un pic maximum, cela signifie que le gradient de concentration est maximal et qu’ainsi
la concentration en espéces €lectroactives est nulle a la surface de 1’électrode. Suite a ce pic,
la diminution du courant s’explique par I’influence du phénoméne de diffusion, qui s’aveére
étre le facteur limitant ici. Toutefois, I’évolution du courant avant d’atteindre le pic est tres
influencée par la cinétique électronique, ce qui nous permet de caractériser le systeme en

mesurant la valeur de k° (constante de vitesse hétérogene). Le balayage retour nous permet de
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caractériser la réversibilité électrochimique du systéme étudié (Bard et Faulkner, 2001b ;

Wang, J., 2006Db).

L’allure et la forme du voltampérogramme cyclique dépendent de la nature et de la

rapidité du systeme électrochimique considéré (rapide, quasi-rapide ou lent). Il existe des

critéres permettant de différencier ces différents systémes en voltampérométrie cyclique

(Zoski, 2007).

Systéme rapide

Systeme quasi-rapide

Systeme lent

AEp =56/n(mV)

Jo (aller)

\

E

12

Jp (retour)

J Ep (z:lller)

3

Ep (retour)

mYy

e AEp = Epa — Epc = 59/n

(mV); n est le nombre

d’¢électrons échangés

Epa et Epc sont indépendants

de la vitesse de balayage v
Jpa/Jpc = 1 ; Jp varie en v
Randles-Sevcik:

Jp = (2,69 x 105n¥2ADY?2

V1/2c*

e AEp = Epa — Epc > 59/n

(mV) et augmente avec v

Jp augmente avec v mais n’est

pas proportionnel & v/2
Randles-Sevcik:

Jp = (269 x 10%n*?ADY2
KVl/Zc*

e Epa et Epc sont fonction de v et
AEp augmente avec cette vitesse

de balayage v
Jpaldpc # 1 ; Jp varie en v2
Randles-Sevcik:

Jp = (299 x 10%a2n32ADY?

V1/2c*

Avec C* : concentration de I’espéce €lectroactive en solution (mmol/L) ; A : surface de I’¢électrode

(cm?) et D : coefficient de diffusion (cm?s™?) ; a : coefficient de transfert ; K : constante de vitesse

Figure 1. 4: Allure typique des voltampérogrammes cycliques a différents systemes (rapide,

quasi-rapide ou lent) et criteres permettant de les différencier.

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020

13




Chapitve |. Genevalités sur { lectrachimie et ba spectrametiie de masse

NB : La voltampérométrie a balayage linéaire (VBL) & un principe semblable a celui de la
voltampérométrie cyclique, la seule différence est qu’au cours de la VBL il n’y a pas retour de

potentiel vers le potentiel initial Ei.

En voltampérométrie, le potenticl mesuré au niveau de 1’intensité maximale du courant
est appelé potentiel de pic. Cette valeur est assimilée au potentiel de réduction (ou

d’oxydation) de la molécule et donc au potentiel a appliquer en électrosynthése.

1.1.3.2 Chronoampérométrie (CA) et Chronocoulométrie (CC) : Electrolyse a potentiel

controlé

La chronoampéromeétrie est une électrolyse, qui consiste en I'application d'un potentiel
constant sur I'électrode de travail immergée dans une solution et a l'enregistrement de la
variation de courant obtenue au cours du temps. Si une espéce électroactive s'oxyde ou se
réduit au potentiel appliqué, une décroissance de la densité de courant avec le temps est
observée. Dans le cas d'un régime de diffusion pure et pour des durées de manipulation de
quelques dizaines de secondes, cette décroissance de courant suit la loi de Cottrell (équation
1.6). Dans ce cas, la concentration en solution de I'espece oxydée ou réduite est invariable

(microélectrolyse).

12

._nFD C

I 12, 1/2

772 USSR Equation 1. 6

Dans cette équation. i : densité de courant (A.cm?), n : nombre d'électrons échangés, F :
constante de Faraday 96485 (C.As), D: coefficient de diffusion (cm2.s™), C: concentration

(mole.cm™) et t: temps (s).

Au contraire, l'application d'un potentiel durant une longue période (macroélectrolyse)
entraine une modification de la composition de la solution. La concentration de I'espéce en
solution diminue en fonction du temps, la loi de Cottrell n'est alors plus applicable. Cette
technique peut donc étre utilisée pour suivre les variations de concentration d’une espéce,
dans une cellule en flux ou a deux compartiments par exemple (Bard et Faulkner, 2001c ;
Wang, J., 2006b). Dans notre cas, cette technique nous permet de réaliser une électrolyse a un

potentiel donné pendant un temps défini.

La chronocoulometrie est en fait la méme technique mais avec le suivi de la charge
¢lectrique échangée en fonction du temps, ce qui revient a tracer 1’intégration du courant car

[ = dQ/dt. A des temps d’électrolyse suffisamment longs ou dans le cas ou le ratio de ’aire
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de 1’¢lectrode de travail sur le volume de la solution électrolytique est suffisamment
important, ’espéce est consommée significativement et le courant décroit en fonction du
temps. Ainsi la coulométrie totale, c'est-a-dire la consommation par électrolyse de toute
I’espéce dans la solution, est une maniere usuelle de déterminer soit le nombre d’¢lectrons
échangés lors de la réaction, soit la concentration initiale de 1’espéce par application de la loi
de Faraday (équation 1.4). En théorie, 1’électrolyse est totale lorsque la charge échangée Q
n’évolue plus (ce qui revient a I = 0). En pratique, I revient rarement a 0 a cause du courant
résiduel subsistant. Une correction de la charge échangée prise en compte pour les calculs est
alors réalisée par soustraction de la charge due au courant résiduel. La mesure de Q permet
ainsi d’atteindre le nombre d’électrons échangés (ne) en opérant sur une masse connue de
substrat, ou encore la masse du substrat si le nombre d’électrons échangés est connu (Bard et
Faulkner, 2001c).

I.1.4 Electrosyntheése organique : Définition et caractéristiques principales

L’¢lectrosynthése organique est une technique qui permet de préparer une grande
diversité de molécules organiques par des réactions de réduction (a la cathode) et d’oxydation
(a2 ’anode). C’est une méthode qui présente de nombreux avantages en synthese. Tout
d’abord, c’est une technique sélective ; en effet, pour une molécule possédant plusieurs
groupements réductibles ou oxydables, le contrdle du potentiel correspondant a 1’oxydation
ou la réduction de la fonction ciblée est possible alors qu’il pourra étre plus difficile de
trouver un oxydant ou réducteur chimique sélectif. De méme, si un composé posseéde
plusieurs degrés d’oxydation ou de réduction accessible, il sera beaucoup plus facile par voie
¢lectrochimique de générer un état d’oxydation ou de réduction précis que par une voie plus
classique. Un autre facteur qui peut étre vu comme un avantage est la possibilité d’avoir un
contrdle de la cinétique d’une réaction par modulation du potentiel appliqué a I’¢électrode de
travail. Au lieu d’augmenter la température du milieu réactionnel, on pourra, par exemple,
pour accélérer une réaction de réduction appliquer un potentiel plus négatif (cathodique) ou
pour une réaction d’oxydation, un potentiel plus positif (anodique) que celui de la liaison ou
fonction a réduire ou oxyder. Par la quantification possible du nombre d’électrons introduits
(ou 6tés) a un systeme, il est envisageable de pouvoir déduire le nombre et la nature des

étapes nécessaires a une transformation chimique (Chaussard, 1991; Miomandre, 2014b).

Les especes formées peuvent réagir soit sur elles-mémes, soit sur le substrat de départ,
soit sur les constituants du milieu (solvant, acide, base), soit sur des réactifs spécialement

ajoutés (électrophiles, nucleophiles), pour conduire a des produits stables intéressants. Elles
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peuvent aussi étre 1’objet de nouveaux transferts électroniques. La composition du milieu
(électrodes incluses) doit donc répondre a deux exigences. D’une part, étre compatible avec le
processus electrochimique proprement dit (c'est-a-dire ne pas étre plus facilement réductible
ou oxydable que le substrat a traiter), d’autre part, orienter le mécanisme dans le sens de

I’obtention du dérivé souhaité (Chaussard, 1991).

Bien que performante, cette méthode présente également quelques limites. Malgré son
grand spectre de composes oxydables ou réductibles, il faut que leurs potentiels restent dans
la gamme des potentiels accessible dans les solvants, et qui soit toléré par les électrodes. Les
groupements ne rentrant pas dans cette fenétre ne pourront pas subir une réaction
¢lectrochimique, bien qu’un choix judicieux du solvant permette de réaliser des réactions a
des potentiels fortement cathodiques ou anodiques. Une autre limitation de cette méthode
réside dans le fait que I’on réalise des réactions de surface. Cela peut avoir plusieurs
consequences préjudiciables ; Premiérement, pour la montée en échelle d’une réaction, il
faudra augmenter la taille de 1’électrode, qui & grande échelle pourrait apparaitre
problématique ; Une solution pourrait étre apportée par ’usage d’électrodes poreuses ;
Deuxiémement, des phénoménes d’absorption peuvent étre constatés ce qui peut avoir un
effet sur une réactivité ; Et enfin, dans le cas d’une réaction ou un radical intermédiaire serait
plus facile & oxyder ou a réduire que le substrat, celui-ci serait directement réduit ou oxydé de
facon a former une espece potentiellement inactive ou ayant une réactivité non désirée ; Une
solution pourrait étre apporté par I’emploi d’un médiateur redox ou par la modification de la

surface des électrodes (Chaussard, 1991 ; Miomandre, 2014b).

L'électrochimie est une bonne méthode pour étudier des réactions faisant intervenir
des transferts électroniques car permet d'obtenir des espéces oxydées ou réduites sans ajout
d'agent oxydant ou réducteur. Cependant, les méthodes électrochimiques seules
(voltampérométrie cyclique, chronoampérométrie, chronocoulométrie), si elles renseignent
sur les transferts électroniques, ne permettent pas d'obtenir des informations structurales sur
les especes intermédiaires. Les techniques analytiques telles que la chromatographie et la

spectrométrie de masse permettent de résoudre de fagon significative ce probléme.
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1.2 Chromatographie en phase liquide (CL) couplée a la spectrométrie de
masse (SM) : CL-SM

Le couplage CL-SM est un outil analytique qui permet I’analyse simultanée de
plusieurs composés présents dans un échantillon donné. Les techniques d’ionisation a
pression atmosphérique eu rendu possible le couplage entre CL et SM, permettant I’analyse
des composés peu polaires et peu volatils (Fenn, 2001). CL-SM est depuis devenu [l'outil
d'analyse de choix des chimistes et des biochimistes. Dans cette partie, sera tout d’abord
abordé la description de la SM, tant au niveau des sources que des analyseurs et détecteurs.
Une bréve description de la spectrométrie de masse en tandem (SM/SM ou SM?) sera faite par
la suite, puis nous terminerons par le couplage des méthodes séparatives (notamment la CL)
avec la SM.

1.2.1 La spectrométrie de masse (SM)
1.2.1.1 Définition et principe général

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la détermination des
masses moléculaires des composeés analyses ainsi que leur identification et leur quantification.
Elle est fondée sur la séparation et la détection de molécules d'intérét ionisées. L’ionisation
des molécules d'intérét est donc nécessaire en amont de I’analyseur par spectrométrie de
masse. Dans cette partie nous nous concentrerons sur les techniques d’ionisation dites douces
ou a pression atmosphérique. Pendant ces processus, la formation d’un ion peut étre initiée
par ’addition d’un autre ion (H*, Na*, K*, NH4"), d’un électron, la soustraction d’un électron
ou d’un hydrogene ionisé (hydrure ou proton). Cet ion est appelé ion pseudo-moléculaire ou

ion moléculaire.

La spectrométrie de masse a pour but de permettre 1’identification et la mesure
simultanée de molécules a analyser (petites molécules, molécules volatiles, protéines,
principes actifs pharmaceutiques) avec une bonne résolution et sensibilité. Le mode de
fonctionnement d’un spectrométre de masse repose sur la production des ions (m**) a partir
d’un échantillon et de les séparer en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) et de leur
abondance. Un spectromeétre de masse est composé sous sa forme simple SM (ionisateur,
analyseur et détecteur) et sa forme tandem SM/SM (collecteur d’ions et un deuxiéme
analyseur en plus de la partie simple SM). Fondamentalement, un spectrometre de masse se

présente selon la figure 1.5 (Rouessac et al., 2016a).
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Figure 1. 5: Description schématique des éléments constituant un SM et différentes étapes

réalisées lors d’une analyse par SM.
1.2.1.2 Les sources d’ionisation

La source est I’élément du spectrometre de masse qui permet l’évaporation et
I’ionisation des analytes contenus dans 1’échantillon. Plusieurs méthodes d’ionisation sont
disponibles et leur choix d’utilisation dépend des propriétés physico-chimiques des molécules
a ¢étudier et des renseignements désirés. L’ionisation par impact électronique (IE) et
I’ionisation chimique (IC) a pression réduite sont les plus anciennes et sont réservées aux
composes facilement volatilisables, de faible masse moléculaire. D’autres sources
d’ionisation dites « douces » développées depuis une vingtaine d’années permettent
’ionisation de molécules sans provoquer (ou peu) leur fragmentation. La désorption et
ionisation par impulsion laser et assistées par une matrice (source MALDI pour « Matrix
Assisted Laser Desorption lonization ») est fréquemment couplée a un spectrometre de masse
a temps de vol (TOF pour « Time Of Flight ») pour I’analyse de molécules présentant une
masse moléculaire élevée et non volatiles (au moins supérieure a 500 Da).
L’électronébulisation (ESI pour « ElectroSpray lonization ») et 1’ionisation chimique a
pression atmosphérique (APCI pour « Atmospheric Pressure Chemical lonization ») font
partie des méthodes d’ionisation a pression atmosphérique (API pour « Atmospheric Pressure
lonization ») et sont idéalement utilisées pour I’ionisation de molécules de faible masse, en

couplage avec la chromatographie en phase liquide (Rouessac et al., 2016a).

Dans la suite nous discuterons seulement de 1’électronébulisation, souvent utilisée
pour les matrices liquides et en couplages avec la chromatographie en phase liquide (aucun

autre mode d’ionisation n’a été utilisé durant ces travaux).

Initialement  développée pour [D’analyse des protéines, [1’utilisation de

1’électronébulisation s’est toutefois rapidement étendue a 1’analyse de petites molécules (m/z
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> 1000 Da). A pression atmosphérique, un fort champ électrique est appliqué a un liquide
traversant un capillaire (débits de 1’ordre de 0,005 a 1,0 mL/min), ce qui permet son
ionisation. Le champ électrique entre le capillaire et une contre-électrode permet la formation
d’ions chargés positivement ou négativement selon la polarité de la tension appliquée. Un gaz
(azote) de nébulisation favorise la formation d’un spray de gouttelettes multichargées (cone
de Taylor contenant les analytes d’intérét et le solvant). Le gaz de désolvatation (azote)
permet 1’évaporation du solvant, provoquant une augmentation de la densité de charge a la
surface des gouttelettes produites. Lorsque cette densité de charge atteint une certaine limite
(la limite de Rayleigh), les forces de répulsion entre les charges deviennent plus fortes que les
forces de cohésion du liquide, provoquant une explosion coulombienne. Ce phénomeéne
d’évaporation-fission se répete jusqu’au transfert des substances ionisées en phase gazeuse.
Les ions sont ensuite transmis et focalisés par un systéme optique vers I’analyseur de masse
(figure 1.6) (Hoffman et Stroobant, 2007a ; Rouessac et al., 2016a).

N

2
Contre électrode Echantillonneur
(aq 10 V) l
Codne de
Taylor Bourgeonnement

des gouttelettes
O
Echantlllon 4

OO
— on solutlon 0000
7 O
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du solvant O‘: >
Fission des
gouttes ala n+
limite de Rayleigh [M +n H]
Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
précédents
Formation de Evaporation et explosion Transfert des ions
gouttelettes chargées coulombienne en phase gazeuse

Figure 1. 6: Vue schématisée d'une source ESI et du principe d’ionisation en mode positif.

L’electrospray permet donc I’ionisation et le transfert en phase gazeuse des especes
neutres ou chargées présentes dans 1’échantillon. Les ions sont formés, soit par

\

oxydation/réduction a partir de réactions a l’intérieur des gouttelettes, soit a partir de
transferts de protons en phase gazeuse entre les ions libérés des gouttelettes. Cela conduit in
fine a la formation d’ions [M+H]" en mode positif et [M-H] en mode négatif dans le cas de
I’analyse de petites molécules, mais aussi a la formation d’espéces multichargées ( [M+nH]"™"

ou [M-nH]™) dans le cas de macromolécules. La formation d’adduits (exemple : adduits
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sodium [M+Na]*, potassium [M+K]*, ammonium [M+NH4]* en mode positif; adduits
[M+CI], [M-H-CO.]" en mode neégatif) est aussi réguliérement observée et peut aider a

I’ionisation de certains composés manquant de sites ionisables (Menet, 2011).

Plusieurs propriétés physicochimiques du liquide influent sur la qualité du nébulisat,
en particulier la pression de vapeur saturante, la température d’ébullition, la tension
superficielle, la conductivité des solvants et électrolytes. Les liquides et additifs de phase
mobiles introduits dans la source ESI doivent étre facilement volatilisables, les tampons
minéraux (phosphate) sont en principe a proscrire. C’est-a-dire que pour les solvants
présentant la plus faible tension superficielle, le céne de Taylor apparaitra le plus facilement
et la nébulisation sera la meilleure (méthanol, acétonitrile, isopropanol) ; Ce n’est pas le cas
des solvants riches en eau. Dans le cas de la conductivité, si elle est trop élevée, un arc
électrique peut apparaitre avec pour conséquence une baisse de la sensibilité ; si elle est trop
faible le cone de Taylor sera trop court (cas de I’hexane et du cyclohexane, non utilisables lors

de I’ionisation par ESI) (Menet, 2011 ; Rouessac et al., 2016a).

D’autres parametres, comme le pH du solvant et la présence ou non de contre ions en
solution conjointement aux molécules, interviennent dans le degré d’ionisation des molécules.
De plus, la présence de contre ions influe sur I’intensité du signal, sur 1’état de charge moyen
ainsi que sur la répartition des charges. En effet, des paires d’ions neutres se forment en
solution avec neutralisation, par le contre ion négatif, des sites chargés positivement de la
molécule a analyser. La stabilité de la paire d'ion neutre dépend de la nature et la
concentration du contre ion, c'est ainsi que sa concentration conseillée est inférieure a 0,1 %

(v/v) alors que celle en acide formique ou acétique peut dépasser 1 % (v/v) (Rondeau, 2017a).
1.2.1.3 Les analyseurs de masse

Apreés ionisation, les ions formés sont transférés vers 1’analyseur de masse qui va les
séparer, selon leur valeur de m/z, avant leur détection. Il en existe différents types et leur
utilisation pour la détection depend de leur polyvalence et de leur performance. Les
caractéristiques d’un analyseur vont dépendre de sa gamme de masse, sa precision, sa
résolution, sa vitesse de balayage et sa transmission (Hoffman et Stroobant, 2007b). Le

tableau 1.1 ci-dessus compare les performances relatives des analyseurs (Rondeau, 2017a).
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Tableau I. 1: Comparaison des performances relatives des analyseurs.

Méthodes de | Spectromeétres de masse a faisceau d'ions Spectromeétres de masse a piégeage d'ions
détection
Balayage de m/z Sans balayage de m/z Balayage de m/z Sans balayage de m/z
Analyseurs Magnéto- Quadripble | Temps de Spiral- Piege Piege FT- FT-ICR
électrostatique vol (TOF) TOF 3D linéaire | Orbitrap
(2D)
Gamme de 2500 a 1000 a 15000** a 10a 1000 a 1000 a 1000 a 5000** a
m/z 15000** 4000* 500000*** | 30000** 4000* 4000* 4000* 60000***
Pouvoir de 10% & 105%**=* Unitaire 40000a | >60000*** | 1000*a | 1000* & | >105%*** | 1Q6****
résolution 60000*** 10000** | 10000**
Précision de la5s ~ 100 ~ LHH* ~1 100* a 100* a ~1 <1
mesure 50** 50**
(ppm)
Gamme 10° 107 1024 10° 1023 10° 10%a 10%a 10%a10* | 102a10°
dynamique 10° 10°
(m/z)
Vitesse 0,1-20 1-20 10 2108 10%a 10° 1-30 1-300 | 10'a10? | 102410t
d'acquisition
(Hz)
Pression 106 106 10%a 107 107 107 107 1010 1010
(mbar)

*Faible ; **Moyenne ; ***Elevé ; ****Trés élevé

Nous ne discuterons ici que des analyseurs quadripolaires et a temps de vol car seuls ceux-ci

ont été utilisés tout au long de ce travail.
1.2.1.3.1 Analyseur quadripolaire linéaire

Un quadripdle est un filtre de masse constitué de quatre barres paralleles de section
hyperbolique (figure 1.7a). Un potentiel continu (DC) et un potentiel radiofréquence (RF) sont
appliqués entre les quatre barres. Selon le choix des valeurs de masse et de potentiel appliqué,
certains ions seront éjectés ou entreront en contact avec les barres (ions non résonnant,
trajectoire instable) et d’autres par contre passeront entre les barres du quadrip6le (ions
résonnant, trajectoire stable) et seront détectés (figure 1.7b). Le quadripOle est donc un
appareil qui utilise des trajectoires pour séparer les ions selon leur rapport m/z (Rouessac et
al., 2016a). La stabilité des ions avec un m/z donné dans 1’analyseur quadripolaire est décrite

par les équations de Mathieu.
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Figure 1. 7: Schématisation d'un analyseur quadripolaire linéaire.

Dans ce type d’analyseur, les especes ionisées générées dans la source et arrivant dans
le quadripble sont soumises a un champ électrique oscillant. Sous I’effet du champ électrique,
la trajectoire sinusoidale prise par les ions dépendra, d’une part, de la valeur des tensions
entre les barres et, d’autre part, du rapport m/z des ions. Le choix des valeurs de tension va
donc permettre de sélectionner les ions d’un rapport m/z donné qui seront transmis jusqu’au
détecteur, et d’écarter les ions de rapport m/z non sélectionné. Ce type d’analyseur couvre
généralement une gamme de masse allant jusqu’a 4000 Da, avec une résolution unitaire
(séparation de M et M+1). Le quadrip6le est donc un analyseur de masse a basse résolution,
c’est-a-dire qu’il permet de mesurer la masse nominale des composés (Rouessac et al.,

2016a).
1.2.1.3.2 Analyseur a Temps de Vol

Le principe des spectromeétres a temps de vol (en anglais TOF, Time of Flight), repose
sur la relation entre masse et vitesse des ions. L’instrument mesure le temps nécessaire aux
ions, formés par un procédé impulsionnel, pour parcourir dans le vide une distance L a champ
nul (figure 1.8). Son fonctionnement est basé sur 1’accélération des particules sous 1’action
d’un champ électrique. En effet, des ions de masse m et de charge z accélérés par une
différence de potentiel ou tension accélératrice notée U, acquiérent une énergie cinétique Ec.
La relation fondamentale des appareils TOF a parcours linéaire est donnéee par 1’équation 1.7
(Rouessac et al., 2016a).

m 2eU |, 2
- = = (T

z
L RO =10 |8 L=\ 1 (o] o I W4

Pour évaluer les masses avec precision, les dispersion énergétique et spatiale initiales

des ions sont exploitées. Afin que les ions démarrent tous au méme instant, on provoque une
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excitation quasi instantanée (quelques nanosecondes avec un laser par exemple), répétée un
grand nombre de fois. Pour neutraliser la dispersion énergétique des ions d’une méme masse,

beaucoup d’appareils comportent un réflecteur (figure 1.8).

Les ions les plus rapides pénétrent plus avant dans la zone de champ de ce miroir
électrostatique et sont donc plus fortement repoussés vers le collecteur d’ions. Ce dispositif
permet de faire parvenir des ions d’énergies cinétiques différentes mais de méme masse,
simultanément sur le détecteur, en améliorant ainsi la résolution. Les ions d’une méme masse

sont ainsi refocalisés (Rouessac et al., 2016a ; Rondeau, 2017b).

vers le detecteur
(dynode continue vide ions de vitesses differentes

Ou microcanaux) sur les deux trajectoires

Figure 1. 8: Spectrométre a temps de vol a parcours direct et principe du réflecteur d’ions.

1) Echantillon et porte-échantillon ; 2) dispositif d’ionisation ; 3 et 3°) grilles d’extraction et
d’accélération (ddp 5 000 V) ; 4) grille de contr6le ; 5) collecteur plan a microcanaux ; 6)

sortie du signal.

Le dessin du bas représente un réflectron dont le « miroir électrostatique » égalise les
temps de vols (quelques ms) des ions de méme masse mais dont les énergies initiales
différent. Les largeurs de pics sont de 1’ordre de 107° s et la résolution atteint désormais 15 a
20 000 (Rouessac et al., 2016a).

L’analyseur a temps de vol fait ainsi partie des analyseurs les plus utilisés au vu de sa
résolution nettement supérieure a celle d’un analyseur quadripolaire (20 000 pour le TOF
contre 2000 pour un quadripdle). Une telle résolution permet la détermination de masses
exactes, offrant I’avantage d’associer une formule brute a un m/z donné (Rondeau, 2017b).
Quadripdle et analyseur a temps de vol peuvent étre utilisés en série et ainsi donner naissance

a un appareil dit « hybrides » qui sera utilisé dans le cadre de ce travail.
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1.2.1.4 Les détecteurs a ions

Le detecteur sert a amplifier le nombre d’électrons pour atteindre un signal détectable
et ensuite a mesurer ce signal. Ensuite le signal est enregistré et un spectre de masse est
produit. La détection en spectrométrie de masse est basée sur la mesure des charges
transportées par les ions. Ordinairement le nombre d’ions individuels d’une méme espéce est
tres grand, de sorte que le signal est de type analogique, mais certains modeles ont un tel
pouvoir d’amplification qu’ils peuvent repérer I’impact d’un seul ion. On distingue les
multiplicateurs d’électrons a dynodes séparees, les multiplicateurs d’électrons a dynodes

continue (channeltron®) et les détecteurs a microcanaux (Rouessac et al., 2016a).

Notons que I’essentiel des spectrometres de masse haute résolution d’aujourd’hui
utilise un photomultiplicateur comme détecteur. Une fois les ions séparés, ils possédent des
énergies cinétiques importantes, et en allant heurter une plague métallique plusieurs électrons
sont libérés. Les électrons ainsi éjectes vont a leur tour heurter une autre plaque, provoquant
I’éjection d’un nombre plus important d’¢électrons. Ce processus est répété plusieurs fois,
permettant d’accroitre 1’intensité du signal mesuré et d’aboutir a ce qu’on appelle le courant
ionique total (CIT). Finalement, par I’utilisation d’un traitement du signal adapté, il sera
possible d’extraire un m/z donné du CIT donnant accés au courant ionique extrait (CIE)
(Menet, 2011).

1.2.2 Spectrométrie de masse en tandem (SMSM ou SM?)

La spectrométrie de masse en tandem est 1’acquisition et I’étude du spectre des
produits ou précurseurs électriquement chargés d’un ou de plusieurs ions de rapport m/z
sélectionnés, ou d’ions précurseurs d’une perte de masse neutre sélectionnée. Pour obtenir des
informations plus précises sur la structure des ions fragments issus de la décomposition des
composés moléculaires introduits, on fait donc appel a des spectrometres de masse
comportant au minimum trois analyseurs en série. Il ne s’agit pas de la mise bout a bout
d’appareils distincts, mais de 1’association dans un appareil hybride soit d’un secteur
magnétique suivi d’un quadripdle, soit de deux quadripoles, soit d’un TOF avec un second
quadripdle (ou I’inverse). Entre les deux analyseurs est placée une chambre de collision

(figure 1.9) (Rouessac et al., 2016a).

L’objectif de la SMSM a été, dans un premier temps, d’obtenir des informations
structurales sur les molécules ionisées par des techniques dites douces. En effet, pour des

techniques d’ionisation dures, telles que 1’ionisation ¢lectronique qui apporte assez d’énergie

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020 24




Chapitee \. Genevalites suy € lectvactiimie et la spectrometiie de masse

interne aux molécules pour se fragmenter, une seule analyse en masse permet d’obtenir de
nombreuses informations structurales et d’élucider la structure de la molécule. En revanche,
les techniques d’ionisation douces telles que I’ESI, le MALDI et autre FAB génerent
essentiellement dans la source des espéces protonées ou déprotonées avec pas ou peu de
fragmentation. Les informations structurales apportées par une analyse en masse unique sont
donc trés limitées. L’idée a été de trouver un moyen d’exciter hors de la source les ions

stables afin d’accroitre leur énergie interne et, ainsi, de provoquer leurs fragmentations.

chambre introduction du gaz de collision
: de collision \ Ar, He, N2
I
— uadripole3
| chambre quadrupole 1 - [—' q p
I d'ionisation Pt _l
| 1 “quadripole 2 )

| 10.3 torr détecteur
| 10 torr 1L 10‘8 torr
j r/ |
! prises de vide :

1 1, ioniseur 2

2, analyseur

Figure 1. 9: Principe d’'un appareil SMSM a 3 quadripdles en série.

Dans ce montage appelé QgQ, le quadripdle central a un simple role focalisateur. Situé dans
la chambre de collision, il est alimenté par une tension alternative uniquement (absence de
tension continue). La pression a cet endroit de I’appareil est plus élevée. Avec ces instruments
on peut étudier des mélanges comme on le ferait avec la technique CG/SM. Les applications
sont devenues tres nombreuses sachant que les codts de ces appareils ont beaucoup diminué

(Rouessac et al., 2016a).

Il existe plusieurs fagons d’utiliser de tels appareils (Hoffman et Stroobant, 2007c,
Rondeau, 2017b).

- Une premiere technique consiste a sélectionner les ions correspondant a un rapport m/z
choisi au moyen du premier analyseur qui joue ainsi le role d’un filtre. Ces ions traversent
ensuite la chambre de collision (CID, Collision lonic Dissociation) dans laquelle on fait
arriver un gaz (argon la plupart du temps). Il s’ensuit un impact entre les molécules de gaz
neutre et les molécules cibles ionisées qui conduit a leur fragmentation. Les ions fils issus de
la fragmentation poursuivent leur course vers le second analyseur, utilisé en mode normal, ce

qui conduit a un spectre donnant des informations de structure de 1’ion m/z sélectionné en
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amont, a D’exclusion des autres ions formés dans la source de l’appareil (recherche de

filiations).

- Dans une autre technique on regle le second analyseur pour qu’il ne laisse passer que les
ions d’un méme rapport m/z et on fait un balayage des masses avec le premier analyseur. On

repére ainsi tous les ions donnant le méme fragment (recherche des ions parents).

- Enfin on peut faire un double balayage synchrone des deux analyseurs avec un décalage
correspondant a une masse donnée (exemple : un fragment neutre tel CO ou C2Hz). On
repérera alors les ions de la source qui se décomposent en éliminant le fragment en question

(recherche des neutres).

Le mode d’acquisition le plus utilisé pour la quantification par SMSM est le mode
MRM (Multiple Reaction Monitoring). Ce mode consiste en la sélection d’un m/z appelé ion
parent ou ion précurseur par le premier quadripdle, puis en sa fragmentation dans la cellule de
collision, pour finir par la détection d’un seul ion issu de la fragmentation (ion fils ou ion
produit). Cette configuration améliore significativement la sensibilité et la résolution des
expériences vis-a-vis d’autres modes tels que le mode balayage par exemple. Cependant
I’aspect quantitatif de ce mode de détection nécessite 1’optimisation des parameétres tels que
I’énergie de collision et la sélection d’une ou plusieurs fragmentations par analyte. Ces
optimisations sont généralement réalisées sur des standards. C’est pourquoi dans le cas de
métabolites inconnus, son application est limitée (Rouessac et al., 2016a). La technique
SMSM utilisée dans le cadre de ce travail est la spectrométrie de masse en tandem
quadripble-temps de vol (QqTOF). Ce SM hybride a permis de détecter et d'identifier les
molécules par mesure de leur ratio masse/charge. Le premier quadrip6le procure une grande
efficacité au processus SMSM. Le TOF quant a lui apporte sa grande sensibilité, sa grande

rapidité d'analyses et sa grande résolution et précision.
1.2.3 Techniques chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse

La chromatographie est une méthode d’analyse physico-chimique permettant la
séparation des constituants d’un mélange, en utilisant la différence d’affinité des substances a
analyser vis a vis de deux phases, I'une mobile, et l'autre fixe ou stationnaire. Cette technique
se decline sous de nombreuses formes selon la nature des phases (gazeuse, supercritique et
liquide) et des phénomenes mis en jeu (adsorption, partages sur phases greffées ou gels,
exclusion par taille, échanges d’ions) (Claude et Jardy, 1999). Cette partie a pour objectif de
décrire synthétiqguement la chromatographie, et plus particulierement la chromatographie en
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phase liquide (utilisee dans le cadre de ce travail), ceci dans le but de cerner les principaux
éléments intervenant dans son couplage avec la source electrospray et ses conséquences sur la

mise au point d’une méthode analytique CL-ESI/SM.

La chromatographie liquide (CL) couplée a la spectrométrie de masse est apparue plus
tardivement que la chromatographie en phase gazeuse (CG) en raison de contraintes
technologiques. La principale limite était la nécessité d’évaporer la phase mobile
chromatographique afin de faire passer les analytes en phase gazeuse avant leur introduction
dans le spectrométre de masse (Arpino, 2009). Ces problémes ont été résolus avec le
développement de méthodes d’ionisation a pression atmosphérique telles que I’electrospray.
La CL présente I’avantage d’étre plus polyvalente que la CG du fait de I’interaction de trois
composantes (soluté, phase mobile, phase stationnaire) contre seulement deux pour la CG
(soluté, phase stationnaire). Ainsi, la CL compléte le pouvoir résolutif amené par la
spectrométrie de masse. Son principal intérét est de séparer les composés qui ne sont pas
séparés par la SM et entre-autre limiter les interférences des matrices ou d’analogues
structuraux qui peuvent interférer avec 1’analyse. Elle permet également de limiter le
phénomeéne de suppression d’ionisation observé avec les sources ESI et lié a la complexité des
matrices analysées. Enfin, elle permet généralement de séparer les molécules isobares et
surtout les isomeres (isoméres de positions, énantiomeres, diastéréoisoméres) qui sont par
définition indissociables avec la spectrométrie de masse, méme en haute résolution car ces

molécules ont la méme formule brute (Hoffman et Stroobant, 2007d).

En chromatographie liquide, on distingue les systemes a haute (HPLC, de I’anglais
High Performance Liquid Chromatography) et ultra-haute performance (UHPLC, de I’anglais
Ultra-High Performance Liquid Chromatography). D’apparition plus récente (Swartz, 2005),
les systemes de type UHPLC reposent sur ’utilisation de particules de phase stationnaire de
diamétre réduit (< 2 um) supportant de plus hautes pressions, et donc des débits plus élevés,
permettant ainsi des séparations plus rapides. Les pics chromatographiques élués sont donc
plus fins et plus intenses, ce qui augmente le rapport signal/bruit, la capacité de pics et
I’efficacité de la colonne. En revanche, ces colonnes nécessitent des pompes trés haute
pression qui permettent de faire migrer la phase mobile jusqu’a des pressions pouvant
atteindre 1000 bars (comparativement, la pression exercée dans un autocuiseur est de 2 - 3
bars). Ainsi, le systeme analytique est trés sollicité ce qui tend a augmenter les pannes et les
fuites. De plus, la finesse observée des pics doit étre compatible avec la vitesse d’acquisition
des analyseurs (Claude et Jardy, 1999).
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Par ailleurs, différents mécanismes de rétention chromatographiques sont possibles et
vont conditionner le choix de la nature de la phase stationnaire ainsi que les solvants
constituants la phase mobile. Dans le domaine de 1’analyse de résidus de polluants
environnementaux, la chromatographie a polarité de phase inversée (RP de 1’anglais Reverse
Phase) est extrémement utilisée. La silice contenue dans la colonne est fonctionnalisée avec
des chaines aliphatiques de type Cg ou Cig (plus utilisée) ce qui rend la phase stationnaire
hydrophobe et compatible avec de solvants aqueux et organiques [généralement de
I’acétonitrile (CH3CN) ou du méthanol (MeOH)]. Il est alors possible d’appliquer un gradient
croissant de phase organique afin de jouer sur la solubilité des composés apolaires dans la
phase mobile et d’¢luer les composés en fonction de leur polarité. Les méthodes RP sont
également adaptées a la détection SM ce qui en fait une méthode de choix pour un couplage
avec la spectrométrie de masse. Elles sont également hautement reproductibles et leurs

mécanismes de séparation sont bien connus (Hoffman et Stroobant, 2007d).

Au méme titre que la chromatographie en phase gazeuse, la CL est une méthode
incontournable pour 1’analyse de polluants dans I’environnement. Elle s’est développée avec
la venue des sources ESI permettant un couplage aisé entre ce type de chromatographie et la
spectrométrie de masse offrant un large choix d’analyse ainsi qu’une sensibilité inégalée pour
un détecteur couplée a la CL. La mise au point d’une méthode d’analyse par CL-ESI/SM
nécessite donc de prendre en compte un nombre conséquent de parametres liés, pour la
plupart, les uns aux autres, complexifiant d’autant son developpement. On peut citer entre
autres les dimensions de la colonne, taille des particules, porosités des particules, taille des
pores, modification de la phase stationnaire, le débit de la phase mobile, la composition des
phases mobiles, la température, le gradient d’élution et le solvant d’injection (Rouessac et al.,
2016b).

1.3 Couplage entre une cellule électrochimique (EC) et un spectrometre de

masse (SM) : Voltampérométrie massique

1.3.1 Phénomeénes électrochimiques in-situ des sources ESI

Une étude réalisée en 1992 par van Brekel et collaborateurs s'est focalisée sur les
phénomeénes électrochimiques dans les sources ESI des spectrométres de masse (SM) (Van
Berkel et al., 1992). Ce principe a suscité une discussion plus large entre six éminents
scientifiques dans le domaine, qui doivent encore parvenir a un accord (De-la-Mora et al.,

2000). Tel que rapporté par Girault et collaborateurs (Girault et al., 2010), I'application d'une

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020 28




Chapitve |. Genevalités sur { lectrachimie et ba spectrametiie de masse

haute tension pendant I'ESI fait que I'émetteur agit comme une électrode de travail (WE,
working electrode), par laquelle les réactions redox se produisent radialement et peuvent étre
de nature électrochimique ou photoélectrochimique. Ce concept a inspiré l'idée d'utiliser la
source ESI pour l'investigation in-situ des processus, en particulier le métabolisme redox. Par
exemple, dans les systemes ESI-SM pour I'étude des peptides, le marquage électrochimique
des cystéines par oxydation in-situ de I'hydroquinone en benzoquinone a été largement discuté
(Roussel et al., 2004; Dayon et al., 2014). Le suivi in-situ de I'interface électrode-électrolyte
est tres prisé pour une meilleure compréhension des processus redox en temps réel.

Lu, Hua et Long ont passé en revue les méthodes d'analyse in-situ possibles au niveau
de l'interface ESI et les différentes conceptions pour les cellules EC, qui pourraient étre
configurées ensemble dans la chambre ESI (Lu et al., 2017). De plus, Wang et collaborateurs
ont développé une méthode appelée spectrométrie de masse des ions secondaires liquides in-
situ (SIMS, in-situ liquid secondary ion mass spectrometry) en utilisant un dispositif EC
microfluidique compatible avec le vide (Wang, Z. et al.,, 2017). De toute évidence,
comprendre les processus électrochimiques inhérents sont tres importants pour I'étude des
especes réactives oxydatives ; cependant, le défi consiste a controler le potentiel. Ainsi, les
cellules EC ex-situ (séparées de ESI) contrblés par leur propre potentiostat sont actuellement
disponibles.

1.3.2 Principes et couplages a la SM

En fonction de I'énergie d'activation des liaisons chimiques, les composés organiques
sont oxydés/réduits lors de I'application d'énergie potentielle (Figure 1.10a, b). Le courant | est
généré par le mouvement des ions et des électrons a travers la solution et I'électrode,
respectivement. Par conséquent, le courant global qui passe a travers le systeme dépend de la
vitesse de la réaction (Red — Ox, échange d'électrons entre la surface de 1'¢lectrode et les
composés) et le transport de masse (lié au débit). De plus, le courant | est augmenté en
corrélation avec la surface de I'électrode de travail (plus la surface est grande, plus il y a de
produits).

I o] o AN 4 | 2 o | P PP Equation 1. 8

Ou, | est le courant, n le nombre d'électrons transférés, F la constante de Faraday, A la surface
de I'électrode, K la constante de vitesse, [Red] la concentration du réactif.

De plus, la composition et le pH de la phase mobile, le modificateur organique et la
vitesse de balayage jouent rdles importants dans le type des produits d'oxydation et les
interférences formées. Bien que la méthode EC-SM qui est basée lidentification des
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métabolites est généralement propre, des produits d'artefacts interférents, tels que les dimeres,

triméres et adduits liés aux protons sont tres courants (Briuns, 2015).
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Figure 1. 10: (a) Diagramme schématique de la réaction a la surface de I'électrode et (b)

intensité du réactif et du produit vs le potentiel appliqué (voltampérogramme massique).

La SM est la technique la plus largement appliquée pour la caractérisation et
I'identification des molécules dans les matrices biologiques et environnementales. En
particulier, la SM a une applications dans le domaine de la «-omique» (Di Girolamo et al.,
2013). Par conséquent, le couplage de EC a la SM crée une opportunité pour approfondir la
compréhension des processus naturels. En régle générale, un composé avec un modificateur
organique approprié et une solution d'électrolyte (par exemple un sel ou un acide) sont infusés
dans un cellule électrochimique constituée d'une électrode de travail WE couplé a la SM ou
CL-SM en ligne (Figure l.11a). Les produits d'oxydation et autres sous-produits sont
transférés en ligne a la source ESI du SM pour caractérisation. En général, deux types de
modifications électrochimiques peuvent étre appliqués au composé d'intérét : direct (entre la
surface de I'électrode et la molécule d'intérét) ou indirecte (entre des intermédiaires générés

par EC ; par exemple HO", H* et des molécules organiques).

mnubmtlc: —_—
® l
9. ' ®) NADPH+H ~ NADP
EEI—MS
RH R=—0H
Eﬂ—ﬁ'iﬂlﬂ H'-
Working elertrude 0y H,L)

Figure I. 11: (a) Diagramme schématique de la réaction EC-SM en ligne et (b) du

métabolisme oxydatif basé sur le CYP450.
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L'oxydation anodique de l'eau a partir de la perte d'un électron conduit a la
formation des radicaux hydroxyles d'adsorbés ("OHads) a la surface de WE (Equation 1.9).
H20 — *OHads + H 4 € tieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieciecnecnssnccscnsnss Equation 1. 9

(ou) formation d'oxyde supérieur par WE actif (Equation 1.10).
*OHads = Oads + H™ + € euiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e Equation 1. 10

Cet oxyde supérieur médie I'oxydation des composés organiques comme (Equation 1.11) :
Oads T R RO uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieececesenteasescnsensescscnsansannnt Equation I. 11

L'oxyde supérieur peut également se décomposer sous forme de 20as — O2. Sur les
électrodes non actives, comme le diamant dopé au bore (BDD), l'interaction entre la surface
de I'électrode de travail et le radical HO" ou un autre ROS (espéce réactive de I'oxygene,
Reactif Oxygen Species) est beaucoup plus faible. Par conséquent, I'oxydation des composes
organiques par une électrode BDD peut étre directement mediée par ROS. Cela offre un
avantage encore meilleur, en ce sens que les radicaux actifs peuvent réagir avec des molécules
qui ne sont pas sujettes au transfert d'électrons réactions telles que les hydrocarbures
polyaromatiques non substitués (Faber et al., 2014).

Par conséquent, I'nydroxylation des réactions comme celles catalysées par le
CYP450 (Figure 1.11b) peuvent se produire sur la surface WE. Cependant, son principal
inconvénient est que la minéralisation complete (formation de CO- et H.O) de certains des
composés organiques pourraient se produire selon le potentiel appliqué et les conditions
expérimentales (Equation 1.12).

*OHags + R > mMH20 + NCO2 + H + € eiuiniiiiniiiiiiiiiiiiniiaeninennes Equation 1. 12

Il peut également y avoir une réaction compétitive comme *OHags — 1/202 + H™ + €. 1l est
donc crucial optimiser soigneusement le potentiel appliqué et le type de modificateurs
organiques appliqués, a l'instar de la production de gaz CO2, O et/ou Hz (par électrolyse de
I'eau et minéralisation de molécules organiques) qui entraine un flux de courant tres instable.
En plus du couplage SM en ligne, la configuration EC-CL-SM devient de nos jours un
concept. Cela permet la génération, la séparation et la détection de produits d'oxydation en
ligne, qui fournit des informations structurelles supplémentaires (temps de rétention des
adduits et isotopes). En regle générale, une vanne externe est utilisée pour séparer le débit de
I'étape de réaction EC de la séparation CL, qui nécessite un debit tres faible (10-50 pL/min
pour une durée plus longue de I'interaction de surface I'analyte-WE). Le développement récent
de systemes HPLC, tels que la nano-HPLC, permet l'accouplement sans soupape externe
(Wigger et al., 2017; Baumann et al., 2013). Différents types de cellules a flux continu
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pouvant traiter des échantillons de 175 nL a 80 mL peuvent étre trouvés commercialement.
De méme, il existe différents types de WE disponibles dans le commerce, y compris BDD,
carbone vitreux poreux (GC), platine (Pt) et or (Au). Habituellement, une cellule a trois
électrodes, une reférence (généralement Pd/H. ou Ag/AgCl) et une électrode auxiliaire ou
contre-électrode (des métaux comme Pt, Ti) sont utilisés (Antec, 2019).

Pour rappel, les expériences EC-SM sont réalisées sans problémes éthiques,
relativement peu codteux, en utilisant des matrices propres et en peu de temps par rapport aux
approches enzymatiques conventionnels dans les essais biologiques. Cependant, comme elle
n'est pas enzymatique, la méthode EC-SM est moins spécifique et non stéréosélective que les
approches in vitro et in vivo. Evidemment, pas tous les produits issus de EC-SM seront des
métabolites et ceux-ci ne pourront pas étre mimés dans une seule expérience EC-SM. La
génération électrochimique en ligne de métabolites de pesticides, au centre de cette thése, est
un domaine qui pourrait mériter d'autres recherches dans un proche avenir. En plus de la
prédiction du métabolisme oxydatif, EC-SM pourrait étre utilisé pour améliorer la détection
de nombreux composeés qui sont difficiles a ioniser en ESI-SM par oxydation ou ajout
d'étiquettes électrochimiquement actives. De plus, I'équipement EC est peu colteux et facile a
utiliser. Nous envisageons plus d'applications de EC-LC-SM, en particulier pour déterminer le
devenir des xénobiotiques en stress oxydatif et production d'étalons de références.

Avant d’aborder les méthodes de simulation des dégradations environnementale des
pesticides, nous ferons tout d'abord un point sur les pesticides, notamment les carbamates et
les phénylurées. Nous discuterons principalement de leurs devenirs et de leurs effets sur la

santé et I’environnement.
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Chapitre I1. Généralités sur les pesticides

Les pesticides sont des sujets de discussion incontournables de la société actuelle. Si,
auparavant, ces termes étaient associés a la maitrise de la production agricole et la garantie de
ressource alimentaire suffisante, ils sont désormais souvent associés a un probléme de santé
publique. En I’espace de quelques années, les pesticides sont en effet passés du rang de
produits révolutionnaires et bienfaiteurs au rang de produits néfastes dont il faut se
« deébarrasser ». La cause est probablement une utilisation abusive et déraisonnée de ces
substances depuis le milieu du XX®™ siécle conduisant a une pollution généralisée de
I’environnement. Depuis prés de cinquante ans, ils ont été mis en évidence dans tous les
compartiments de I'environnement, que ce soit dans les eaux de riviéres, de pluie et nappes
phréatiques, dans l'air et dans les denrées alimentaires (Chevreuil et al., 1996 ; Chernyak et
al., 1996).

Si la problématique « pesticides » est a la fois d’ordre environnemental avec la
contamination de la faune et de la flore, elle est aussi d’ordre sanitaire. En effet, de par leurs
propriétés toxiques, les pesticides représentent un réel danger pour I’Homme lorsqu’ils ne
sont pas utilisés dans des conditions appropriées. Pourtant, méme s’ils sont trés controversés,
il semble compliqué de s’en priver dans un futur proche tant notre société dépend des
pesticides, que ce soit dans 1’usage agricole ou non agricole. La tendance actuelle est de
convaincre les agriculteurs, les jardiniers et services municipaux a une utilisation rationnelle
des pesticides. Ajouté a cela, il faut également noter que beaucoup de recherches plus
fondamentales restent a effectuer pour comprendre en détail les mécanismes des différents
processus qui régissent leur devenir environnemental et in vivo en fonction du milieu,
d’identifier les produits de dégradation potentiellement formés et d’évaluer la toxicité de

I’ensemble de ces composés dans différentes situations.
I1.1 Définition et classification

Le mot pesticide provient de 1’association du mot anglais pest (animal, insecte ou
nuisible), lequel provenant du latin pestis (fléau, calamité) et du suffixe - cide ((latin - cida,
du verbe latin caedo, caedere, « tuer »). Bien que communément appelés « pesticides » par le
grand public, les termes utilisés par la législation francaise relative a la protection des cultures
sont « produits phytopharmaceutiques », « produits phytosanitaires », « produits
agrochimiques », « produits agropharmaceutiques » ou encore « produits antiparasitaires a

usage agricole ». Un pesticide peut donc étre defini comme une substance destinée a

Thése de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA_2020 33




Chapitre \|. Generalites sux les pesticides

repousser ou & combattre toute espéce indésirable végétale ou animale, pendant la production,
le stockage, le transport, la distribution ou la transformation des denrées destinees a
I’alimentation humaine ou animale. Ce terme désigne aussi toute substance destinée a servir

comme régulateur de la croissance, défoliant ou dessiccateur (Carter, 2000).

De maniere genérale, on peut admettre une classification selon la nature chimique, le
mode et le type d’action, la nature de 1’espéce a combattre, 1’effet obtenu, la toxicité, le
moment d’application ou bien méme le lieu d’application. Selon les organismes visés
(classification biologique), trois grandes classes de pesticides représentant 90 % des produits

phytosanitaires se distinguent (Aubertot et al., 2005 ; Carter, 2000) :

e Les insecticides, destinés a éliminer les insectes nuisibles. Ce sont principalement des
composés chlorés, des organophosphorés, des carbamates, des pyréthrénoides, des produits

botaniques et biologiques ;

e Les herbicides, destinés a éliminer les adventices des cultures, sont des phénoxydes, des
triazines, des amides, des carbamates, des dinitro-anilines dérivés d’urée, des sulfonylurées et

uraciles ;

e Les fongicides, destinés a lutter contre les parasites et champignons pathogénes. Ce sont
principalement des composés inorganiques, des dithiocarbamates, des benzimidazoles, des

triazoles ou diazoles, des diazines et des morphines.

D’autres classes mineures correspondent a des substances actives destinées a combattre des
cibles spécifiques : acaricides (acariens), nématicides (nématodes), corvicides (oiseaux
ravageurs), rodonticides (rongeurs) et molluscicides (limaces et escargots). Le tableau 1.1 ci-
apres donne la classification et les caractéristiques de quelques groupes de pesticides les plus

usités.
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Tableau Il. 1: Classification et caractéristiques de quelques groupes de pesticides (Aubertot
et al., 2005 ; Carter, 2000).

Classes Exemples Utilisations/Actions Caractéristiques
DDT, Aldrine  Paralysie et mort des -Bioaccumulation
Organochlorés Lindane, insectes -Bioamplification
Chlordane
Insecticides Parathion -Persistances  dans
Organophosphorés  Diazinone Neurotoxique les milieux
Malathion -Hydrosolubles
Carbamates Carbaryl Neurotoxique Hydrosolubles
Aldicarbe
Agit sur la -Trés hydrosoluble
photosynthese -Toxique pour le
Triazines Atrazine Utilisé dans les phytoplancton et les
Simazine cultures de mais algues d’eau douce
Dérivés Paraquat Désherbant de la vigne  Lésions
des pyridines Diquat pulmonaires
Herbicides irréversibles
Diuron Inhibiteur de la Toxicité faible pour
Urées substituées Linuron photosynthése I’Homme
Isoproturon
Toxicité faible due
Glyphosate a la pénétration
Acides organiques  Glyphosinate ~ Désherbant total difficile dans les
feuilles
Tue Hautement toxique
Triazoles Triadiméfone  les champignons pour I’Homme
Fongicides lignivores

Benzimidazoles

Carbendazime

Inhibe la formation des
microtubules

Trés toxique pour
les organismes
vivants

Malgré leur role trés important en raison de leur capacité a limiter les insectes, les

mauvaises herbes et les autres parasites, la plupart des pesticides presentent un risque

potentiel pour I’environnement, la santé humaine et animale.

11.2 Toxicologie et écotoxicologie

L’ensemble de la communauté scientifique s’accorde sur le danger et la nocivité des

produits phytosanitaires et de leurs métabolites sur la santé et I’environnement.

11.2.1 Toxicologie : Impact sur ’Homme

L’Homme et les animaux en général, absorbent les pesticides et leurs produits dérivés

via les aliments, I’eau, par contact avec la peau et les cuticules, ou encore par inhalation. Une
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étude a d’ailleurs mis en évidence la présence de résidus de pesticides dans différentes
matrices tels que ’urine, le sang, les tissus adipeux et méme le lait maternel (Chernyak et al.,
1996).

En dépit de leur sélectivité et mode d’action spécifique, les pesticides exercent leur
nocivité envers les organismes involontairement exposés, suite a la contamination de
I’environnement et de la chaine alimentaire. Les résultats issus de différentes études indiquent
que les pesticides sont cytotoxiques, neurotoxiques, embryotoxiques, mutagenes, tératogéenes
ou carcinogénes. Ils exercent leur action toxique par genotoxicité directe, en
subissant une activation métabolique et en formant des intermédiaires électrophiles capables
d’interagir avec les acides nucléiques ; Ou par d’autres moyens indirects tel que le stress
oxydatif, I’inhibition de la communication intercellulaire, la formation de récepteurs activés
ou autres. A titre d’exemples, des études ont montré que certains pesticides et leurs produits
de dégradation ont été identifiés comme des agents susceptibles de nuire a la fertilité
masculine en particulier via une toxicité testiculaire (Sanchez-Pefia et al., 2004). Il a été
effectivement mis en évidence qu’une exposition a certaines substances pouvait entrainer un
déréglement du systeme immunitaire (Rekha et al., 2006). Certains pesticides sont aussi
considérés comme étant des perturbateurs endocriniens, c’est-a-dire qu’ils interférent avec les

hormones en simulant leur action (Lintelmann et al., 2006).

Il faut également noter que les effets produits par la combinaison de plusieurs matieres
actives sont supérieurs aux effets individuels additionnés a cause de I’interaction entre les
molécules simultanément présentes. Ainsi, le penconazole stimule la toxicité des
organophosphorés envers les mammiféres, ceci résulterait de la réaction d’activation des
organophosphoreés en leur métabolite toxique 1’oxon (Levine et Oris, 1999). Pareillement, le
propiconazole augmente 1’action toxique du parathion en activant la formation du paraoxon ;
la toxicité des pesticides organophosphorés envers des organismes non ciblés serait donc
induite par une exposition antérieure au propiconazole (Levine et Oris, 1999). Aussi, le
mélange diméthoate, azinphos-méthyle, diazinon, pyrimiphos-méthyle, et bénomyl exerce une
toxicité tres élevée par rapport aux substances testées individuellement sur des cellules
humaines ; les concentrations habituellement trouvées dans les fruits (0,4 a 100 ppm)
entrainent une inhibition de 1’acétylcholine estérase et de la synthése protéique, et 1’effet du
mélange ne peut pas étre estimé a partir des tests réalisés séparément pour chaque matiere

active (Marinovich et al, 1996).

Il s’est également avéré que des produits de dégradation des pesticides peuvent étre

Thése de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA_2020 36




Chapitre \|. Generalites sux les pesticides

aussi toxiques, ou méme plus toxiques, que la molécule d’origine. Par exemple, les dérivés
du chlorpyrifos et du malathion ont été cent fois au moins plus toxiques que les composés
parents, et les dérivés de diazinon sont dix fois plus toxiques (Jokanovi¢, 2001 et 2009 ;
Kamel et al., 2009).

11.2.2 Ecotoxicologie : Devenir/impact dans/sur I’environnement

Aprés épandage, les pesticides subissent deux grands types de processus : le
transport/transfert entre les trois compartiments de I’environnement (I’air, ’eau et le sol) et
les transformations. Le transport des pesticides dépend de leurs caractéristiques : la
volatilisation dans 1’air, la solubilité dans 1’eau, les processus d’adsorption-désorption dans le
sol contrdlant leur infiltration jusqu’aux nappes phréatiques. Les processus de transformation
comprennent les réactions déclenchées par la lumiére solaire (photodégradation), 1’absorption
et la métabolisation par les organismes vivants, principalement les microorganismes
(biodégradation) (Jokanovi¢, 2001).

La plupart des pesticides arrive sur le sol ou ils sont soumis a un ensemble de
processus qui conditionnent leur devenir et leur dispersion vers les autres compartiments de
I'environnement. Les pesticides peuvent étre métabolisés au gres de transformations
abiotiques (photolyse, catalyse) ou biologiques/biotiques (via des microorganismes), ou ils
peuvent étre retenus par la plante (absorption) ou par le sol via des processus physico-
chimiques conduisant a des liaisons plus ou moins réversibles entre les éléments constitutifs
du sol et les pesticides (Jokanovié, 2001 ; Zacharia et Tano, 2011). Enfin, ils peuvent étre
transportés par lessivage (transport par infiltration de particules solides potentiellement
contaminées), ruissellement (transport de surface) ou lixiviation (transport par infiltration de
maticre dissoute dans 1’eau) ce qui conduit a la contamination des eaux de drainage, des eaux
de surface et des nappes phréatiques. En proportion, le ruissellement emporte (suivant la
saison) en moyenne 2% d'un pesticide appliqué sur le sol, rarement plus de 5 a 10% (Leonard,
1990). Les pertes par lessivage et lixiviation sont genéralement moins importantes (Schiavon
et al., 1995). En revanche, on a parfois constaté des pertes par volatilisation de 80 a 90 % du
produit appliqué, quelques jours apres le traitement (Glotfelty et al., 1984 ; Taylor et Spencer,
1990).

En moyenne, de 25 a 80% des pesticides pulvérises sont, selon les conditions
d’applications, perdus via ces différents phénomenes. Une fois les pesticides dans 1’eau et
malgreé la quantité disponible sur la planete (71% de la surface totale), il existe un phénomene

de concentration plus ou moins important li¢ au cycle hydrologique. En effet, de I’eau chargée
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en substances polluantes peut s’infiltrer dans la terre jusqu’a la nappe phréatique, puis étre
pompée par I’agriculteur pour irriguer son champ. La parcelle peut alors se charger de tous
ces produits polluants (Carsel et Smith, 1987). Nous décrivons ci-dessous de fagon succincte
les processus de dégradation des pesticides dans I'environnement, car dans ce travail nous
développons une méthode pour la simulation de la dégradation environnementale des

pesticides.
11.3 Processus de déegradation des pesticides

Dés leur application, les pesticides sont soumis a des processus de dégradations
abiotiques (physico-chimiques) ou biotiques (biologiques). Les processus de dégradations
abiotiques les plus courants sont I’hydrolyse, 1’oxydation, la réduction, la décarboxylation,
I’isomérisation et la photodégradation. La biodégradation des pesticides peut étre aérobie ou
anaérobie et conduire a la production de métabolites jusqu’a la minéralisation (Colin, 2000).
La représentation des cinétiques de dégradation des pesticides dans I’environnement est
généralement fondée sur une loi de décroissance exponentielle avec un pas de temps
journalier, ou la vitesse est donnée par le temps de demi-vie (DTso). La DTso est une
propriété déterminée en laboratoire en conditions standardisées et au champ dans le cadre de

la procédure d’homologation des pesticides.
11.3.1 La dégradation biotique

La dégradation biotique ou biodégradation d’une substance se définit comme le
processus de transformation, voire de destruction partielle ou totale de celle-ci par des micro-
organismes tels que des bactéries, des champignons ou d’autres agents biologiques. Cette
capacité a dégrader les pesticides est étroitement dépendante de I'humidité et de la
température (& moins de 10 °C, l'activité est ralentie, a plus de 50 °C une partie de la
microflore perd de sa viabilité) (Soulas, 1999).

La biodégradation requiert un consortium complexe de micro-organismes spécialisés
et dotés de systeme enzymatique spécifique d'une réaction de la chaine métabolique (Barriuso
et al, 1996). Les réactions de dégradations prépondérantes sont I'nydrolyse, I'oxydation puis la
déshalogénation qui conduisent & la minéralisation. Les micro-organismes ont la capacité de
s'adapter au xénobiotique et produire des enzymes capables de le dégrader (Fournier, 1989).
De plus, ils ont la faculté d'augmenter leur capacité de dégradation en fonction des quantités
croissantes de pesticides épandues. Utilisant comme source de carbone et d'énergie les

substances qu'ils dégradent, ils se développent avec la fréquence des apports réalises.
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11.3.2 La dégradation abiotique

Les transformations abiotiques sont dues a des réactions chimiques qui ne sont pas
catalysées par des systemes enzymatiques/biologiques. C’est une voie importante
d’élimination ou de transformation des pesticides dans 1’environnement. La dégradation
abiotigue comprend la transformation chimique (en absence de la lumiere) et la
transformation photochimique (en présence de la lumiére). Parmi les principaux processus
chimiques observés dans un environnement aqueux, on peut citer I’hydrolyse, la substitution
nucléophile et les réactions d’oxydoréduction (Schwarzenbach et al., 1993). L’hydrolyse est
souvent considérée comme le plus important d’entre eux, tandis que les transformations

photochimiques nécessitent de la lumiére.

L hydrolyse est due a la réaction d’une molécule d’ecau avec une molécule organique,
elle conduit a la coupure de celle-ci et au remplacement d’un atome ou d’un groupe d’atomes
par un groupe hydroxyle OH. C'est une réaction importante qui a lieu spontanément sous
I'effet de variations de la température, du pH et de la salinité ou de la teneur en matiére
organique de I'eau qui augmente la solubilité des pesticides notamment par complexation
avec les substances humiques. Les processus de transformation que subissent les pesticides
sont donc déterminés par leurs structures, les conditions environnementales et le type de

transport (figure 11.1).

B o
. \
A <O W PRI

A  Eaux de surface a la lumiére (photo-transformation directe et indirecte)

8 | Cceur de la masse d'eau (hydrolyse)

¢ Zone non saturée - vadose (transformation microbienne)

D Eaux souterraines - oxique (transformation microbienne ou abiotique, hydrolyse,
oxydation)

E  Eaux souterraines - anoxique (réduction, réactions de substitutions avec espéces réduites)

F Troposphere (photo-transformation indirecte)

Figure 11. 1: Exemple de transformations des pesticides dans [’environnement (Fenner et al.,
2013).
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Les études des impacts possibles des pesticides sur les organismes vivants nécessitent
des mesures fiables des niveaux d’exposition de ces organismes pour faire évaluer le lien

entre les effets biologiques mesureés et la contamination des milieux par les pesticides.
11.4 Réglementations

A travers différentes études citées dans les paragraphes précédents, il est clair que les
pesticides constituent un danger sanitaire réel et peuvent avoir des effets néfastes sur
I’environnement et la santé humaine. La protection contre les pesticides constitue donc un
enjeu majeur de santé publique. C’est pourquoi, des réglementations portant sur les pesticides

ont été mises en place par les différentes autorités gouvernementales.

Depuis le début des années quatre-vingt, 1’Union Européenne a progressivement
encadré ’utilisation des pesticides par diverses réglementations visant a réduire les impacts
avérés pour I’environnement et les risques plausibles pour la santé humaine. La directive
91/414/CE adoptée en 1991 par le conseil européen, vise a évaluer les risques pour la santé et
I’environnement des pesticides utilisés en agriculture afin d’optimiser la protection de
I’Homme et des milieux. Parmi les mesures adoptées figurent 1’évolution européenne des
substances actives, ainsi qu’une revue d’ensemble des substances actives existant sur le
marché en 1993. Ce programme a été organisé en phases successives et entraine la disparition
d’un certain nombre de substances actives. Les principales causes de non inscription et de
retrait d'une substance peuvent étre diverses : les propriétés toxicologiques, écotoxicologiques
ou environnementales ne correspondent plus aux normes actuelles qui ont beaucoup évolué,

surtout sur le plan environnemental (UE, 2008).

La commercialisation et la distribution des produits phytosanitaires étant soumises a la
demande d’une autorisation de mise sur le marché, le conseil de I’Union Européenne a
harmonisé les conditions d’obtention pour les états membres dans la directive CE 1107/2009.
Pour obtenir ’autorisation, le produit devra subir une évaluation de sa substance active

suivant différents critéres (Aubertot et al., 2005), a savoir :

e Les propriétés physico-chimiques : Inflammabilité, explosivité, solubilité dans 1’eau et les

solvants, pression de vapeur saturante ;

e [’¢évaluation de la toxicité sur ’'Homme : Profils de pénétration et d’élimination de la
substance dans 1’organisme, mesure de la toxicité aigué€, du risque allergique, de la toxicité
subaigué sur des mammiféres pour y tester la tératogénése, du pouvoir mutagene et

cancérogene. Ces différentes études permettront de définir une Dose Journaliére Admissible
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(DJA, exprimée en pg/kg/jour) ainsi qu’une dose d’exposition acceptable pour I’applicateur

(AOEL de I’anglais Acceptable Operator Exposure Levels) ;

e L’évaluation des résidus dans les végétaux, produits de transformations et les denrées
alimentaires destinées aux animaux. Cela comprend I’étude du métabolisme des plantes
destinées a étre traitées ainsi que le suivi des potentiels résidus dans les vegétaux traitées et
les denrées alimentaires produits a partir de ces plantes. Ces études servent a définir les
limites maximales de résidus (LMR) ;

e [’¢valuation du devenir de la substance et de son comportement dans 1’environnement. Ces
études comprennent la dégradation dans 1’eau, I’air, les sols, a la lumiére, la migration de la
substance ou de ses metabolites dans les eaux de surface et souterraines ainsi que sa

rémanence ;

e L’évaluation de la toxicité sur la faune et la flore. Les études comprennent la toxicité sur les
oiseaux, les organismes aquatiques (poissons, crustacés, algues), les mammiféres terrestres,

les reptiles, les bactéries du sol, les insectes et en particulier les abeilles ;

e L’évaluation de I’efficacité, incluant la prise en compte de la résistance des agresseurs Visés,
I’incidence sur le rendement des cultures, la qualité des végétaux produits, I’innocuité sur les

cultures voisines ainsi que sur les animaux non visés (dommages collatéraux).

Pour donc protéger le consommateur et 1’utilisateur, la loi francaise impose un delai
entre 1’épandage et la récolte de deux jours minimum, mais selon I’insecticide, ce délai peut
étre étendu jusqu’a 45 jours comme c’est le cas pour les insecticides systémiques. Ce délai
permet de respecter les limites maximales de résidus dans des conditions normales
d’utilisation. Ces LMR correspondent au niveau maximum de résidus de pesticides (ou de
leurs métabolites) que 1’on peut trouver dans un produit alimentaire. Exprimées en mg/kg,
elles sont indiquées aprés utilisation d’un pesticide conformément aux bonnes pratiques
agricoles pour les denrées végétales, les denrées animales et 1’eau consommable. Le JO L70/4
a fixé une LMR a 0,01 mg.kg™ de denrée en substance active, dans le cas général. La directive
98/83/CE stipule que la teneur en pesticides dans les eaux destinées a la consommation
humaine ne doit pas étre supérieure a 0,1 pg.L™* pour chaque pesticide (sauf pour quatre
composés : l'aldrine, la dieldrine, I'neptachlore et I'époxyde d'heptachlore, pour lesquelles la
limite applicable est de 0,03 pg.L™) et 0,5 pg.L™? pour I’ensemble des pesticides détectés et
quantifiés. Pour une eau brute, la teneur en pesticides ne doit pas dépasser 2 pg.L™* pour

chaque pesticide et 5 pg.L™* pour le total des substances mesurées. La Directive Cadre Eau
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(2000/60/CE) designe, dans la liste de substances prioritaires a rechercher, des pesticides
comme le diuron et I’atrazine pour déterminer le bon état chimique de I’eau. La convention de
Rotterdam en 1998 a mis en place des processus d’importation, en connaissance de causes,
afin d’aller vers une homogénéisation des interdictions des produits toxiques dans les pays
industrialisés comme dans les pays en développement. Cela implique que le pays exportateur
informe le pays importateur de la classification du produit en termes de toxicité notamment
(Even et al., 2002 ; UE, 2008). Ainsi, la détection et le dosage de résidus de pesticides

présentent des enjeux importants pour le contrdle et le respect des réglementations.
11.5 Pesticides étudiés et caractéristiques physico-chimiques

Les pesticides étudiés et leurs propriétés physico-chimiques sont détaillés dans cette
partie. En général, les caractéristiques essentielles pour étudier le devenir et le transport d’un

pesticide dans 1’environnement sont classées a deux niveaux différents (Himel et al., 1990) :
e Au niveau physique :

- La solubilité (en mg.L™? a une température donnée), dans I’eau généralement, qui est un des

parametres de la lessivabilité des pesticides ;

- La pression de vapeur saturante (en unité de pression a une température donnée) renseignant

sur la volatilité¢ d’un produit ;

- La constante associée de Henry (en Pa.m®.mol? & une température donnée) évaluant la

répartition d’un produit entre la solution du sol et I’atmosphere ;

- Le coefficient de distribution dans le sol Kg, normalisé par le pourcentage massique de
carbone organique pour les molécules non ionisées (Koc en cm®.g?), utilisés respectivement,
pour prévoir la répartition des pesticides entre la solution et la fraction organique insoluble du
sol (Koc) ou simplement entre la solution et une masse de sol (Kg), globalement il est le

parametre évaluant la capacité d’adsorption.

e Au niveau chimique :

- Les états ioniques (cationigue, anionique, basique ou acide) ;
- Les caracteres hydrophiles/hydrophobes ;

- La réactivité chimique, photochimique et biologique (constante de transformation de

premier ordre par exemple).

Ces propriétés, combinées avec le taux de pesticides appliqué et entrant dans
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I’environnement peuvent déterminer sa distribution dans les différents compartiments de
I'environnement (sol, solution du sol, air, végétaux) et donc leur potentialité a étre transportés
le long de chaque voie de transport (atmosphere, eau superficielle). La persistance
environnementale du pesticide est également reliée aux propriétés de celui-ci (Carsel et Smith,
1987).

Une bréve description (utilisations et principales caractéristiques physico-chimiques)
des différents composes étudiés (carbendazime, diuron et autres herbicides de la famille des

phénylurées) est faite a la suite de cette partie.
11.5.1 Les herbicides phénylurées

Les herbicides phénylurées sont quelques-unes des matieres actives utilisées par les
collectivités ou les services de I’Etat pour le désherbage des bordures de voirie ou des voies
ferrées et aussi utilisées par les agriculteurs (Cluzeau, 1997 ; Torstenson et al., 2003). Leur
présence a été mise en évidence dans les eaux de surface et de ruissellement urbaines, parfois

a des concentrations de plusieurs microgrammes par litre (Cohen et al., 1986).
11.5.1.1 Structures chimiques

Les composés de type phénylurées sont des molécules dérivées de 1’urée
(H2N—CO-NHz). Ils ont en commun une fonction phényle sur I'un des azotes. Ils sont
différents entre eux par la nature des substituants portés soit par le deuxiéme atome d’azote
soit par le cycle aromatique. Leur nomenclature se termine par le suffixe « uron ». Deux
principaux groupes peuvent étre distingués, ils recouvrent les composés présentant une
fonction N terminale substituée par deux fonctions méthyle ou par une fonction méthyle et

une fonction méthoxy respectivement (tableau 11.2).
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Tableau I1. 2: Structure des pesticides de la famille phénylurées (Salvestrini et al., 2002).

R N
o
R, o]
Noms usuels R1 R2 Noms chimiques
R3=CHs

Fénuron H H  3-phényl-1,1-diméthylurée
Monuron Cl H  3-(4-chlorophényl)-1,1-diméthylurée
Diuron Cl Cl  3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée
Fluométron H CFz  3-(3-trifluométhylphényl)-1,1-diméthylurée
Chlorotoluron CHs Cl  3-(3-chloro-4-methylphényl)-1,1-diméthylurée
Métoxuron CH30 Cl  3-(3-chloro-4-methoxylphényl)-1,1-

diméthylurée
Chloroxuron Cl-(CéHs)-O H  3-(4-[4-chlorophénoxy]phényl)-1,1-

diméthyluree
Isoproturon ipr H  3-(4-isopropylphényl)-1,1-diméthylurée

Rs = OCHs

Monolinuron Cl H  3-(4-chlorophényl)-1-méthoxy-1-méthylurée
Linuron Cl Cl  3-(3,4-dichlorophényl)-1-méthoxy-1-méthylurée
Métobromuron  Br H  3-(4-bromophényl)-1-méthoxy-1-méthylurée
Chlorbromuron  Br Cl  3-(4-bromo-3-chlorophényl)-1-méthoxy-1-

méthylurée

11.5.1.2 Mode d'action

L’absorption des phénylurées est essentiellement racinaire, ils sont veéhiculés par la
séve brute, pour s'accumuler dans les feuilles ou ils inhibent la photosynthése. Les molécules
d’herbicide pénétrent dans les chloroplastes et bloquent le transfert €lectronique au niveau du

photosysteme 11 (Cluzeau, 1997).

La sélectivité d’un pesticide est liée aux phénomeénes de pénétration dans la plante et
de transport vers les sites cibles ainsi qu’a I’aptitude de la plante a le métaboliser en composés
inactifs. Les phenylurées sont généralement degradées au sein des plantes par des réactions
d’oxydations concernant principalement la fonction alkyle portée par le cycle ou 1’azote

terminal. Les produits formés correspondent a des composés N- désubstitués (Giocomazzi et
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Cochet, 2004).
11.5.1.3 Exemple de composé modeéle : Le diuron

Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi principalement comme composé modeéle
le « diuron ». Cependant, dans l'optique d'avoir une idée genérale en ce qui concerne la
dégradation électrochimique des phénylurées, d'autres composés de la méme famille ont
également été étudiés. Il s'agit principalement de I'isoproturon, du fénuron, du monuron, du

linuron, du monolinuron, du métoxuron et du chlortoluron.

Le diuron est un herbicide appartenant a la famille des urées et précisément au sous-
groupe des phénylurées (Ramirez-Zamora et Seux, 1999). Cette urée substituée se présente
sous la forme d’un solide incolore, inodore et peu soluble dans I’eau. Son taux d’hydrolyse est
négligeable a pH neutre mais augmente dés que les conditions deviennent fortement acides ou
basiques (Salvestrini et al., 2002). Ses caractéristiques principales sont données dans le
tableau 11.3.

Tableau I1. 3: Propriétés physico-chimiques du diuron (Giocomazzi et Cochet, 2004).

Nom (IUPAC) 3-(3,4-dichlorophényl)-1,1-diméthylurée
Formule brute CoH10CI2N20

Masse molaire (g /mol) 233,09

Pression de vapeur 0,01 mPaa?25-°C

Température de fusion 158 °C

Température d'ébullition Décomposition a 180 °C

Solubilité dans I’eau 35mg/La20°C;42mg/La25°C
Loc Koct-eau 2,9

Koc 480 cm®/g

DL50 rat ingestion 3400 mg/kg

DJA 2 ug/kgl/jour

La pollution des sols et des systemes aquatiques par les produits chimiques utilisés
dans I’agriculture est 'un des problémes majeurs actuels. Le diuron, considéré comme
fortement toxique et persistant (EI-Madani et al., 2006), fait partie de ces produits. Sa demi-
vie est estimée a plus de 300 jours (Malato et al., 2003). Cette persistance est nécessaire pour
réaliser 1’activité herbicide désirée pendant la germination de la graine. En effet, selon un
rapport de 1’ Association de Coordination Technique Agricole (ACTA) publié en 2004 (ACTA,
2004), cet herbicide agit sur les processus de photosynthese. Son action est exclusivement de
contact et s’exerce sur toutes les parties vertes des végétaux, et plus particulierement des

dicotylédones. Son mode d’action particulier lui confére une propriété desséchante. C’est

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020 45




Chapitee \\. Generalités sux les pesticides

pourquoi, il est également utilisé dans 1’entretien des voiries et des espaces verts. En raison de
son emploi fréquent dans 1’agriculture et pour I’entretien des voies de transport et des espaces
urbains, le risque de contamination des eaux superficielles est élevé. En effet, c’est un
composé persistant et trés mobile dans les sols. Des concentrations de plusieurs pg.L™? en

diuron ont ainsi été fréquemment relevées a travers le monde (Giocomazzi et Cochet, 2004).
11.5.2 Les carbamates : La carbendazime (CBZ)

La carbendazime fait partie des fongicides les plus utilisés dans 1’agriculture (Mazelier
et al., 2003). Encore connue sous le nom de méthyle benzimidazole-2-ylcarbamate, la
carbendazime est une substance active de produits phytosanitaires, qui présente un effet
fongicide, et qui appartient a la famille des benzimidazoles et des carbamates. Elle se présente
sous forme de cristaux incolores ou de poudre grise a blanche (Yaser et al., 2011). 1l s’agit en
fait d’un fongicide a large spectre d’action dont 1’activité systémique inhibe la formation des
microtubules dans le fuseau achromatique (ou fuseau mitotique) des cellules fongiques, ce qui
se traduit par une incapacité pour les spores de croitre et de se diviser (Stephen et al., 2005 ;
Yaser et al.,2011). La CBZ est également le produit de décomposition de deux autres

pesticides a savoir le bénomyl et le méthylthiophanate (Gonzalez et al., 2000).

La structure de la carbendazime est donnée au schéma I1.1 ci-dessous.

H

N OCH;
P"NH-C,

N 0]

Schéma 11. 1: Structure de la carbendazime (Bonnard et al., 2009).

Les propriétés physico-chimiques de la carbendazime sont regroupées dans le tableau

11.4 ci-dessous :

Tableau I1. 4: Propriétés physico-chimiques de la carbendazime (Bonnard et al., 2009).

Nom (IUPAC) Méthyl benzimidazol-2-ylcarbamate

Formule brute CoHgN302

Masse molaire (g /mol) 191,18

Pression de vapeur <10®°Pa 20 °C

Température de fusion (°C) 302 - 307 (avec décomposition)

Solubilité dans 1’eau a 24 °C 0,008 g/L

Solubilité dans les solvants organiques 0,3 g/L dans I’acétone ou méthanol
5 g/L dans le diméthylformamide

Coefficient de partage octanol / eau 1,52
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La carbendazime est un polluant trés toxique pour les organismes vivants (aquatiques
et humains), chez qui elle entraine des effets néfastes a court et a long terme. Dans les eaux, la
concentration létale est de 0,87 mg/L pour les poissons et 0,34 mg/L pour les algues. La dose
supérieure a 10 g/kg est aussi létale pour les rats. La dose journaliere acceptable de la
carbendazime pour I’Homme est de 0,03 mg/kg/jour (Bonnard et al., 2009). Des effets
cancérigenes, génotoxiques et sur la reproduction ont également été observés sur deux des
trois souches de souris étudiées (Nakai et al., 1992). Les lettres N et T sont portés sur tous les
emballages de ce produit et sur toutes les fiches de sécurité. La lettre N explique le danger que
représente ce produit pour I’environnement et T, sa toxicité. La carbendazime est nocive pour
I’Homme, elle bloque la division cellulaire et nucléaire dans les organismes vivants. Elle peut
provoquer des altérations genétiques héréditaires, altérer la fertilité et avoir des effets néfastes

sur I’embryon (Bonnard et al., 2009 ; Jiangyuan et Yongmin, 2009).

Lorsqu'un pesticide se retrouve dans I’environnement, il se dégrade et génére plusieurs
sous-produits appelés produits de dégradations ou métabolites, et éventuellement du dioxyde
de carbone et de I’eau. Chacun de ces métabolites possede ses propres propriétés chimiques
incluant toxicité, capacité d’adsorption et résistance a la dégradation. Dans certains cas les
métabolites peuvent étre plus toxiques et/ou persistants que le pesticide lui-méme. Dans la
plupart des cas, la nature de ces métabolites est largement inconnue.

Le chapitre qui suit fait un point sur les méthodes généralement utilisées pour la
simulation de la dégradation environnementale des pesticides. Une attention particuliere est
portée sur l'utilisation de ces couplages EC-SM (Electrochimie - Spectrométrie de Masse) et
EC-CL-SM (Electrochimie - Chromatographie Liquide - Spectrométrie de Masse) pour

I'élucidation des mécanisme redox des pesticides dans I'environnement.
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Chapitre I11. Produits de transformation des pesticides - Apercu des

meéthodes de simulation des dégradations environnementales

Introduction

Les produits de transformation (PsT) des pesticides sont des intermédiaires
structurellement divers qui sont formés via différents mécanismes et sont présents dans
plusieurs matrices a travers le monde. La connaissance des voies de transformation et
d'identification de ces PsT est importante dans plusieurs domaines de recherche, notamment
dans le domaine de la santé, de l'alimentation et de I'environnement. La recherche sur le
métabolisme et I'étude des effets des PsT sont a la base, par exemple, du développement des
xénobiotiques (pesticides, médicaments) ou des stratégies pour éviter ou réduire les PST
nocifs pour I'environnement (Bletsou et al., 2015 ; Zhang, Z. et Tang, 2018). La figure 111.1
donne un apercu des processus de transformation. Il est a noter que les PsT sont appelés
métabolites ou produits de dégradation, selon l'origine. Ainsi, les métabolites sont formés par
des processus de biotransformation dans les organismes vivants, tandis que les produits de
dégradation sont formés par divers processus microbiens, biotiques et abiotiques dans

I'environnement.
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Figure 111. 1: Apercu schématique des processus de transformation des pesticides. Du coté
gauche, les processus de transformations naturelles dans les organismes et I'environnement,

du coté droit, les méthodes de simulation les plus courantes.

Tous ces processus engendrent la formation des PST a partir des pesticides ou tout
autre composés exogenes. Généralement les processus de détoxication naturels visent a
générer des PsT facilement dégradables et inoffensifs. Cependant, il arrive que certains de ces

PsT soient plus persistants, (bio) actifs ou nocifs et toxiques par rapport au composé parent
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(Bletsou et al., 2015 ; Pico et Barcelo, 2015 ; Speight, 2017). A cet effet, ils doivent étre
étudiés en fonction de leur mode de formation et de leur structure. Les premiéres recherches
sur l'identification des PsT des pesticides ont éteé effectuées dans des matrices telles que I'eau,
le sol et I'atmosphere. Cependant, leur identification dans des échantillons réels est souvent
difficile en raison des effets de dilution. De plus, l'identification de ces PsT et les études sur
leurs processus de formation pourraient étre entravées par la complexité des matrices.
L'application de différentes méthodes pour simuler les PsT permet de saffranchir des
problemes mentionneés ci-dessus. Il faut ajouter que ces méthodes sont plus rapides et peu
couteuses (Lohmann et Karst, 2009). Un autre avantage est la production des PsST en plus
grandes quantités avec une grande pureté (Bletsou et al., 2015). Cela offre la possibilité
d'évaluer les risques, comme les tests de toxicité ou d'utiliser les PST isolés comme matériau
de réference (standards). Tous les processus de transformation sont basés sur des réactions
chimiques simples comme I'oxydation, la réduction, I'nydroxylation, I'nydrolyse, le clivage et
la désalkylation (Bletsou et al., 2015 ; Hubner et al., 2015). Ces réactions correspondent aux
réactions de phase | du métabolisme et sont également des réactions qui ont lieu dans
I'environnement. D'autres réactions typiques de phase Il comme la conjugaison ou la

méthylation sont également impliquées dans le processus de métabolisme.

En principe, les xénobiotiques, particuliérement les pesticides ne sont homologués et
utilisés que s’il y a démonstration de leur non rémanence dans I’environnement au-dela de
leur durée de vie (temps de demi-vie dans le sol de ’ordre de quelques jours a quelques
semaines). Tout au long du chapitre Il, il a été démontré que les pesticides sont présents dans
I’environnement et qu’ils peuvent contaminer des zones trés étendues loin de leurs lieux
d’épandage. Il existe trois grands générateurs de diversité chimique : 1’environnement, les
stations d’épuration et ’Homme. Dans ’environnement, il peut se produire des phénomenes
de dégradation des pesticides lors de processus biologiques par des micro-organismes, des
plantes, ou lors de processus abiotiques tels que des réactions chimiques et photochimiques.
Les processus de transformation que subissent les pesticides sont déterminés par leurs

structures, les conditions environnementales et le type de transport (Gomez et al., 2012).

D’une maniére générale, les PST, quels qu’ils soient, contribuent significativement au
risque posé par les molécules méres (Escher et Fenner, 2011) s'ils sont formés avec un haut
rendement, s’ils sont plus persistants ou plus disponibles que les molécules parentes ou s’ils
sont plus toxiques (effet cumulé d’un couple parent-métabolite) (Neuwoehner et al., 2009,

2010). Certains articles montrent qu’une partie des PST, généralement la grande majorité sont
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clairement plus toxiques que la molécule mere. Par conséquent, ce sont bien des milliers voire
des dizaines de milliers de métabolites potentiels, provenant de la dégradation des molécules
parents, qui pourraient étre créés dans 1’environnement et qui ne sont peu ou pas suivies a ce
jour par les méthodes de références. Avant d'aborder la description des processus de
transformation des pesticides, il nous a semblé important de faire un bref rappel sur et les
méthodes de transformation et d'analyse de ces derniers. Une attention particuliére a été porté
sur les méthodes de couplages électrochimie-chromatographie liquide-spectrométrie de masse
(EC-CL-SM) et électrochimie-spectrométrie de masse (EC-SM), car celles-ci ont été utilisé

dans le cadre de ce travail.
I11.1 Méthodes de transformation et d'analyse des pesticides

111.1.1 Méthodes de métabolisme

Les modeles expérimentaux in vitro et in vivo sont des approches utiles pour identifier
les principales voies métaboliques (Lohmann et Karst, 2009 ; Zhang, Z. et Tang, 2018). Le
métabolisme des composés exogenes (organismes vivants) est également connu sous le nom
de processus de biotransformation et se déroule principalement dans le foie. Le processus de
biotransformation dont I'objectif est d'augmenter la polarité du composé pour permettre
I'élimination de I'organisme est divisé en deux phases. Dans la phase I, I'oxydation, la
réduction ou I'hydrolyse se produisent principalement et elles sont catalysées par les enzymes
du cytochrome P450 (CYP450) (Sono et al., 1996 ; Prost et Thormann, 2003 ; Lynch et Anita,
2007). Les métabolites de phase | peuvent étre excrétés ou subir une autre réaction de
conjugaison (phase 1) avec des biomolécules telles que I'acide glucuronique ou le glutathion
(Brandon et al., 2003 ; Lohmann et Karst, 2009 ; Portychova et Schug, 2017). Il existe de
nombreux modéles de tests disponibles avec des complexités différentes, qui vont des
experiences dans les éprouvettes jusqu'aux cultures cellulaires, aux animaux, aux sujets
humains sains et aux essais cliniques (Zhang, D. et al., 2012). Différents modeles de foie
humain in vitro ont été développés, notamment les supersomes, les microsomes, les fractions
S9, les lignées cellulaires, les lignees cellulaires transgéniques, les hépatocytes primaires, les
tranches de foie et le foie perfusé (Brandon et al., 2003). Pour ces méthodes, une substance
d'essai faiblement concentrée peut étre utilisée et, par conséquent, moins de métabolites sont
générés. Le processus de biotransformation est initié par un transfert d'électron unique (SET,
Single Electron Transfer) ou un transfert d'atome dhydrogene (HAT, Hydrogen Atom
Transfer) impliquant un complexe fer-oxygene (Lecours et al., 2018). Les principales

réactions catalysées par le CYP450 sont des oxydations comme I'hydroxylation du carbone, la
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désalkylation des hétéroatomes, I'oxygénation des hétéroatomes, I'oxydation des liaisons, la
désaturation des hydrocarbures, la déhalogénation et I'époxydation (Guengerich, 2001 ;
Portychova et Schug, 2017 ; Zhang, Z. et Tang, 2018). Une autre méthode de métabolisme
couramment utilisée est l'incubation de composés cibles avec des microsomes hépatiques
humains (HLM, Human Liver Microsomes) ou de rats (RLM, Rat Liver Microsomes). La
figure 111.2 présente un apercu du parcours d’un xénobiotique au sein de 1’organisme au

travers des différentes phases de son métabolisme.

CYP450 Métabolit

Xénobiotiques — e’a O.I es Attaques sur 'ADN,

Phase | réactifs protéines, petides,...

CYP450 Phase | CYP450 Effets.

Transférases et/oull Transférases Phase Il secondaires
toxicité
Métabolites Métabolites
inactifs inactifs
Excrétion

Figure 11l. 2: Schématisation des différentes phases du métabolisme in vivo d’un

xénobiotique.

En effet, durant le parcours d’un xénobiotique dans I’organisme plusieurs chemins
peuvent s’offrir a lui : soit il peut étre directement distribu¢ sur son site d’activité
thérapeutique, puis excrété, soit le xénobiotique est métabolisé en métabolites stables, qui
seront ensuite excrétes, soit il est métabolisé en une ou plusieurs espéces instables, qui
peuvent endommager 1’organisme par le biais de liaisons covalentes avec des biomolécules.
Aprés incubation, les métabolites sont isolés et analysés par des techniques
chromatographiques couplées a la détection de spectrométrie de masse, a barrettes de diodes
(DAD, Diode Array Detector) ou a fluorescence (FLD, Fluorescence Detector) (Portychova
et Schug, 2017).

111.1.2 Méthodes photochimiques

La photolyse est généralement un clivage photo-induit d'une liaison chimique dans une
molécule. Les processus photolytiques se produisent dans I'atmosphére et a la surface de I'eau
et du sol, et le processus de transformation est initié par I'absorption de la lumiere (Bletsou et

al., 2015). La photolyse peut étre directe ou indirecte. Celle directe se produit lorsque le
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composé d'intérét absorbe la lumiere, puis le processus de transformation est engendre,
entrainant ainsi la rupture des liaisons. La photolyse indirecte quant a elle se produit
lorsqu'une deuxieme molécule supplémentaire, d'origine naturelle (comme I'acide humique ou
le nitrate), absorbe la lumiére et géenére de fortes espéces réactives de I'oxygene (oxygene
singulet, radicaux hydroxyle ou radicaux alkyle peroxyle). Ces radicaux initient le processus
de transformation du composé cible (Fatta-Kassinos et al., 2011 ; Santos et al., 2016). En
général, le taux de photolyse dépend de nombreux facteurs chimiques et environnementaux,
notamment les propriétés d'absorption de la lumiére, la réactivité du composé et l'intensité de
I'irradiation solaire. Les substances comportant des doubles liaisons ou hétéroatomes peuvent
absorber la lumiere entre 200 nm et 800 nm selon les propriétés structurales actuelles
(Kosjeck et Heath, 2015). Les processus photolytiques naturels sont simulés dans des
conditions de laboratoire pour étudier I'influence de différents parameétres sur la photolyse et
les PsT qui en résultent. Pour les expériences de photolyse, les composés d'intérét sont
irradiés pendant un temps déterminé avec une lumiére d'une certaine longueur d'onde. Les
groupes fonctionnels de ces composés absorbent alors la lumiere de la zone UV entre 100 nm
et 400 nm, avec différentes sources de lumiére disponibles, divisées en monochromes ou
polychromes. Avec les sources de lumiéeres polychromatiques, une plage de longueurs d'onde
définie est utilisée pour l'irradiation et la plage est sélectionnée par des filtres. La lumiére du
soleil est la principale source d'irradiation dans I'environnement, car elle est responsable de la
photolyse qui se produit. Elle peut étre simulée par des sources de lumiére polychromatiques
comme une lampe Xeénon. D'autres méthodes de simulation sont des méthodes
photocatalytiques, avec du TiO2> comme catalyseur le plus courant (Fujishima et al., 2008). Ici
la molécule de catalyseur absorbe l'irradiation électromagnétique et le TiO excité produit des
radicaux oxydants ou réducteurs (par exemple, des radicaux hydroxyles), qui participent au
processus de transformation du composé. Les réactions simulées sont entre autres
I'nydroxylation, la déshydrogénation et/ou la désalkylation des hétéroatomes (Ruokolainen et
al., 2016). On peut également utiliser les photo-oxydants tels que I'ozone (ozonation) et le
dichlore (chloration) qui aprés irradiation déclenchent le processus de transformation
(Gligorovski et al., 2015 ; Menz et al., 2017). Ces méthodes (ozonation et chloration) sont
souvent utilisées dans le traitement des eaux usées, avec pour objectif d‘eliminer les
substances organiques. Principalement, des processus d'oxydation avancés (POA) ou de
désinfection (par chloration, ozonation ou irradiation UV) sont couramment utilisés, mais la
possibilité de générer de nouveaux PST par ces techniques n'est pas exclue (Hubner et al.,
2015 ; Menz et al., 2017).
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111.1.3 Méthodes Fenton

Le réactif de Fenton contient du peroxyde d’hydrogene et des ions fer(IT) (Gligorovski
et al., 2015). Il s'agit d'un processus chimique, ou le sel de fer agit comme catalyseur pour la
décomposition du peroxyde d'hydrogéne. La décomposition du peroxyde d'hydrogéne génére
des radicaux hydroxyles trés réactifs qui déclenchent le processus de transformation du
composé d'intérét (Gligorovski et al., 2015). Le réactif de Fenton classique est généralement
utilisé pour la transformation en milieu aqueux. Elle peut cependant étre combinée avec des
méthodes électrochimiques ou assistées par photolyse (Soo-Myung et Alfons, 1998 ; Ventura
et al., 2002 ; Brillas et al., 2009 ; Gligorovski et al., 2015 ; Ruokolainen et al., 2016). Ici, le
réactif de Fenton est produit soit électrochimiquement (le peroxyde d'hydrogéne est généré
simultanément par I'impact d'un potentiel d'application) ou photochimiquement (les

complexes de fer absorbent la lumiere UV).
111.1.4 Méthodes électrochimiques et couplages EC-(CL)-SM

L'électrochimie (EC) et de maniére générale les techniques électroanalytiques offrent
la possibilité d'étudier les propriétés redox des composés chimiques (Lohmann et Karst, 2009
; Jahn et Karst,, 2012 ; Mandic, 2017 ; Portychova et Schug, 2017). La transformation
électrochimique peut se faire de facon directe ou indirecte. Dans le cas de la transformation
électrochimique directe, le produit est formé par un transfert d'électrons entre I'électrode et le
composé. En mode indirect, les réactifs ou médiateurs sont générés électrochimiquement et
initient la transformation du composé d'intérét (Mandic, 2017). Il existe différentes techniques
électroanalytiques a l'instar de la potentiométrie (la différence de potentiel entre deux
électrodes est mesurée), la coulométrie (la charge est déterminée), I'ampérométrie (le courant
est mesuré) et la voltampérométrie (un courant est mesuré tout en variant le potentiel d'une
électrode). Les expériences électroanalytiques peuvent étre effectuees facilement a l'aide
d'une cellule électrochimique typique composée de deux ou trois électrodes et d'un
potentiostat. L'oxydation électrochimique qui se produit par application d'un potentiel,
conduit a des réactions comparables a celles de la phase | du processus de biotransformation.
En somme, I'EC mime les réactions initiées par un transfert a un seul électron comme la N-
désalkylation, la S et la P-oxydation, l'oxydation de [l'alcool, les réactions de
déshydrogénation, I'hydroxylation des composés aromatiques activés et la déshalogénation
(Jahn et Karst, 2012 ; Martin et al., 2017 ; Lecours et al., 2018). La rapidité des résultats
générés et l'absence de matrices complexes sont les avantages de I'EC. Le réacteur

électrochimique équipé d'une cellule en flux en couche mince présente l'avantage d'un
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couplage en ligne avec différents appareils comme la CL-DAD/FLD, CL-SM ou des
détecteurs de SM (Jahn et Karst, 2012 ; Bruins, 2015 ; Portychova et Schug, 2018). La
génération et I'identification des PsT sont possibles avec un seul systeme, ce qui permet
d'identifier des PsT de courte durée. En plus de la simulation des réactions de phase |
(oxydations ou réductions), le couplage EC-SM pourrait étre utilisé pour simuler les réactions
de phase Il. A cette fin, les espéces réactives générées a partir de EC sont piégées par des
biomolécules sélectionnées telles que I'acide glucuronique ou le glutathion avant d'étre

analysées par les techniques de SM par exemple.

Unies pour la premiere fois au début des années septante, I'électrochimie (EC) et la
spectrométrie de masse (SM) connurent une lente évolution. L'intention de combiner la
capacité de I'électrochimie a imiter/mimer les réactions de métabolisme et les performances
analytiques de la spectrométrie de masse, stimula peu a peu la recherche dans cette voie. Une
instrumentation de qualité insuffisante initialement et I’engouement des scientifiques envers
les techniques de biologie moléculaire rendirent difficile sa popularisation. Les derniers
développements technologiques et les nouveaux defis de la recherche pharmaceutique actuelle
revoient a la hausse les techniques instrumentales hybrides dans I'étude fondamentale des
mécanismes de metabolisation (Jurva et al., 2000 ; Jurva et al., 2003 ; Van Berkel, 2004).
Diverses équipes ont proposé différents dispositifs électrochimiques d'oxydation du/des
composé(s) sous étude : cellule électrochimique construite "maison™, en couche mince ou
Coulochem? et intégrée dans divers schémas de montage (Jurva et al., 2000 ; Jurva, 2004 ;
Schofield et al., 2000 ; Gamache et al., 2004 ; Jurva et al., 2002). L'opportunité de combiner
"online" une cellule électrochimique et la spectrométrie de masse offre la possibilité de
I'identification de produits d'oxydation avec un maximum de certitude. Différentes
associations alternatives apparaissent : EC-SM, EC-CL-SM et CL-EC-SM (Blankert et al.,
2005 ; Van Leeuw et al., 2005). Grace a un volume mort faible, un temps de résolution court
et la compatibilité avec la spectrométrie de masse, ces techniques hybrides autorisent

I'identification des produits d'oxydation mais aussi d'éventuelles espéces instables.

En aucun cas capable de simuler l'intégralité des réactions biologiques, l'association
EC-(CL)-SM vient se placer en soutien des méthodes existantes d'étude de métabolisme. La

facilité de mise en ceuvre, le cot relativement peu onéreux de 1'électrochimie et la rapidité de

! Coulochem® : dénomination commerciale de différentes cellules électrochimiques de design varié et

pour applications multiples (http://www.esainc.com).
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réponse installent le couplage EC-(CL)-SM dans une position stratégique en tant qu'outil de
prédiction et de filtration précoce, compétent dans I'établissement et le choix des directions a
suivre pour I'exploration des voies métaboliques inconnues d'un xénobiotique (Jurva et al.,
2000 ; Jurva, 2004 ; Gamache et al., 2003a ; Gamache et al., 2003b ; Jurva et al., 2003).

I11.2 Techniques analytiques pour I'identification des PsT

Les techniques analytiques sont indispensables pour I'identification des PsT. De nos
jours, les techniques analytiques les plus couramment utilisées pour les études d'identification
des PsT sont basees sur la séparation chromatographique, de préférence en phase gazeuse
(Hao et al., 2007 ; Chauhan et al., 2014 ; Portoles et al., 2014) ou liquide avec des
performances de séparation élevées (Hao et al., 2007 ; Petrovic et Barceld, 2007 ; Pica et
Barcelo., 2015). Les systemes de chromatographie en phase liquide sont de puissants outils
pour la détermination rapide, précise, sensible et sélective des traces d'échantillons étudiés. Le
développement ultérieur de la chromatographie liquide a haute performance (HPLC, High-
Performance Liquid Chromatography) a la chromatographie liquide a ultra haute performance
(UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography) a conduit a un temps d'analyse plus
court, une sensibilité plus élevée et une répétabilité améliorée. Ces avantages contribuent a
une identification plus rapide et plus fiable des PsT (Churchwell et al., 2005 ; Gumustas et
al., 2013). La spectrométrie de masse a acquis une importance croissante pour la détection ces
dernieres années en raison de technologies fortement améliorées et d'une large applicabiliteé.
Avant la détection par le biais de la SM, les composés seéparés doivent étre ionisés, ce qui est
de préférence réalisé par ionisation par électronébulation (ESI, ElectroSpray lonisation) ou
ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI, Atmospheric Pressure Chemical
lonisation) (Awad et al., 2014 ; Gilbert-Lépez et al., 2017). Alors que la technique ESI est
principalement appliquée aux substances polaires (moyennes), I'APCI est plutdt utilisée pour
les substances non polaires. En raison d'une augmentation de polarité habituelle lors de la
transformation de la substance mére en PsT, I'ESI est couramment utilisée pour I'analyse des
PsT (Awad et al., 2014 ; Gilbert-Lopez et al., 2017). Différentes techniques d'analyse de
masse sont connues : simple et triple quadripble (QgQ, Triple Quadrupole), temps de vol
(TOF, Time Of Flight), piége a ions (IT, lon Trap), résonance cyclotron ionique a transformée
de Fourier (FT-ICR, Fourrier Tranform-lon Cyclotron Resonance) et Orbitrap (Bletsou et al.,
2015 ; Gilbert-Lopez et al., 2017). En plus de l'utilisation classique de la SM pour la
détermination quantitative des analytes ciblés, des PsST suspects et inconnus peuvent

également étre identifiés. Le mode haute résolution des techniques de FT-ICR, Orbitrap MS
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et TOF-MS (TOF, Time Of Flight-Mass Spectrometer) permet de mesurer la masse
moléculaire précise des PsT, ce qui permet de déterminer une formule empirique (Marshall et
Hendrickson, 2008 ; Pico et Barcelo, 2015 ; Bletsou et al., 2015). Parmi les systemes de
haute résolution, celui de FT-ICR révele les performances les plus élevees en ultra-haute
résolution et précision de mesure de masse (Nikolaev et al., 2016 ; Shaw et al., 2016). De
plus, les configurations hybrides sont bien établies comme le quadrupdle a temps de vol (Q-
TOF), le piege a ions quadripolaires (Q-1T, Quadrupole-lon Trap), le piége linéaire
quadripolaire Orbitrap (LTQ-Orbitrap, Linear Trap Quadrupole-Orbitrap) ou le piége
linéaire quadripéle FT-ICR (LTQ-FTICR). Le couplage permet I'obtention des spectres de
masse de plusieurs ions produits avec des mesures de masse précises (Bletsou et al., 2015 ;
Gilbert-Lopez et al., 2017). Les approches basées sur la SM des dépistages suspects ou non
ciblés sont également utiles pour I'identification des PsT inconnus (Zedda et Zweiener, 2012 ;
Bletsou et al., 2015 ; Schymanski et al., 2015 ; Wang, X. et al., 2016 ; Du et al., 2017). En
dehors de la SM, d'autres techniques comme la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) (Maggio et al., 2014 ; Bletsou et al., 2015) ou I'analyse par cristallographie
aux rayons X (XRC, X-Ray Christallography) sont également des outils puissants pour
I'identification structurale des PsT. Ces techniques sont souvent utilisées en plus des méthodes
chromatographiques et spectrométriques de masse.

111.3 Processus de transformation des pesticides

Pendant de nombreuses décennies, les pesticides ont été parmi des résidus largement
réglementés dans le monde. Cependant, en raison de leurs contacts directs avec les animaux et
les plantes terrestres, ils demeurent une préoccupation majeure pour la sécurité sanitaire des
aliments. De plus, les composés parents se dégradent en de nombreux PsT par le métabolisme
dans les organismes vivants (plantes, animaux et microbes) ou par d'autres processus de
dégradation dans I'environnement (par exemple, dégradation thermique ou UV). Cependant,
plusieurs réglementations n'exigent pas l'inclusion des limites maximales de résidus (LMR) de
PsT dans les évaluations des risques alimentaires et environnementaux. Par conséquent, il
n'existe presque pas d'informations sur les PsST et leurs mécanismes de formation, malgré leur
présence fréquente dans les produits alimentaires (Bauer et al., 2018 ; Mekonnen et al.,
2018c), les nappes d'eau (Rousis et al., 2017) et les animaux (Fine et al., 2017 ; Negreira et
al., 2017). L'une des nombreuses raisons est le manque de standards authentiques des PsT. Par
exemple, Bauer et collaborateurs ont détecté de nombreux PsT d'azoxystrobine, de

difénoconazole et de thiaclopride dans les légumes (Bauer et al., 2018). Cependant, ils n'ont
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pu confirmer que trois PsT de la thiaclopride (thiaclopride-amide, thiaclopride-O-analogue et
4-hydroxythiaclopride) en raison du manque de standards disponibles dans le commerce.
Zhang et collaborateurs ont également mené des études sur la N-désalkylation, la substitution
nucléophile du chlore et de nombreux métabolites de glucuronidation du forchlorfenuron
(avec un total de 17 PsT) dans les jus de fruits par une approche de SM non ciblée (Zhang, Z.
et al., 2017). Le plus souvent, des approches métabolomiques basées sur la SM des composés
suspects et non ciblés, similaires aux études de Zhang et collaborateurs (Zhang, Z. et al.,
2017), Du et collaborateurs (Du et al., 2017), Wang et collaborateurs (Wang, X. et al., 2016)
ou Choudhury (Choudhury, 2017), ont été utilisées pour contourner la rare disponibilité de
standards authentiques. Cependant, une confirmation fiable par RMN ou standard authentique
est encore envisageable. A coté de cela, la complexité des matrices, I'instabilité (dégradation
immédiate ou conjugaison) et la variation de concentration dans une matrice spécifique sont
toujours un défi analytique pour l'investigation des PsT dans des échantillons réels (Du et al.,
2017).

D'autre part, plusieurs méthodes de simulation visant a prédire ou a synthétiser les PsT
des pesticides ont été développées avec succes. Comme pour les produits pharmaceutiques, la
recherche sur le devenir des pesticides dans les organismes vivants en utilisant les méthodes
conventionnelles in vitro et in vivo a été utilisée comme pratique courante. De toute évidence,
la plupart des produits formés par ces méthodes sont des métabolites et utilisent des enzymes
stéréosélectives. Cependant, les méthodes in vitro et in vivo sont entravées par le colt des
matériaux biologiques, les considérations éthiques, la complexité des matrices et les temps
d'analyse qui sont assez longs (Jurva et Weidolf, 2015). Pour surmonter certains de ces défis,
les méthodes dites « d'organe sur puce, organ-on-a-chips » sont de récents développements
importants basés sur la microfluidique, qui permettent de prédire des produits de
biotransformation sans matrices biologiques (Kimura et al., 2018). D'un autre cété, la
transformation des systémes abiotiques est encore plus difficile a prévoir, car le pesticide
parent pourrait s'exposer a des facteurs multi-stress. Toutefois, différents mécanismes de
simulation a I'échelle du laboratoire sont couramment utilisés depuis des décennies (Von
Gunten, 2018). Par exemple la photolyse (UV et lumiére visible), les systémes
photochimiques, de Fenton et d'oxydation avancés (par exemple Os, O3z/H.02, 03/UV,
sonolyse, permanganate et traitements électrochimiques) ont été largement utilisés pour
étudier la cinétique, les mécanismes ou les types de PsT des pesticides (Dong et Hu, 2016 ;
Liao et al., 2016 ; Nicol et al., 2016 ; Berberidou et al., 2017 ; Negreira et al., 2017).

Negreira et collaborateurs (Negreira et al., 2017) ont oxydé I'éthoxyquine en utilisant
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H>02/2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. Ils ont prédit les réactions telles que la N-oxydation,
I'nydroxylation, O-dealkylation, la dimérisation, I'époxydation avec formation de quinone. De
plus, Berberidou et collaborateurs (Berberidou et al., 2017) ont prédit des PsT de
dimérisation, de N-dealkylation et de cyclisation de I'herbicide bentazol en utilisant des
méthodes de simulation photocatalytique TiO2 et ZnO. Certains PsT pourraient étre simulés
par de telles méthodes a I'échelle du laboratoire. Cependant, I'un des grands défis de ces
méthodes est de savoir dans quelle mesure les mécanismes de transformation et le type de PsT

représentent les véritables processus de transformation abiotique.

De nombreuses méthodes d'oxydation avancées utilisent des agents oxydants puissants
qui conduisent a de multiples hydroxylations et réactions radicalaires ou a une minéralisation
compléte du composé cible. A c6té de cela, la photolyse et les méthodes photocatalytiques
sont plus sujettes a une substitution nucléophile des halogenes et a la polymérisation (Dong et
Hu, 2016). En plus de l'efficacité des méthodes de simulation, les effets des PsT devraient
également étre examinés. Par exemple, des processus chimiques comme la chloration peuvent
produire des sous-produits désinfectants cancérigénes (Pico et Barcelo, 2015 ; Von Gunten,
2018). Les efforts récents visant a étudier les PsT des pesticides dans différentes matrices, les
méthodes de prédiction et les principaux mécanismes de transformation sont résumés dans le
tableau I11.1.
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Tableau I1l. 1: Méthodes de prédiction des produits de transformation de quelques
pesticides.
Noms des Type de Prediction des PsT / Mécanismes de Références
COMpOosés pesticides | Méthodes transformation
d'authentification
Azoxystrobine | Fongicide | Criblage suspect, Hydrolyse, hydroxylation, Bauer et
Difénoconazole | Fonaicide fragmentation in silico déalkylation (O-, N-, et S-), al., 2018
g et standards déshydrogénation,
Thiaclopride Insecticide | authentiques glucuronidation,
estérification
Chlorpyrifos Insecticide | Syntheése par UV et EC | P-oxydation, O- Mekonnen
et utilisation criblage déalkylation, Hydrolyse, -Cl, etal.,
ciblé +H 2018c
Ethoxyquine Régulateur | Synthése par les réactifs | N-oxydation, hydroxylation, | Nigreira et
de chimiques (H20- et ) . C al., 2017
. el O-déalkylation, dimérisation, ’
croissance DOF;PrHal)J fﬁel;tt'ilf'?:;ioonn époxydation, formation de
P quinone
Forchlorfénuron | Régulateur | Comparaison avec les +0OH, -Cl+H, N- Zhang, Z.
de standards authentiques | déalkylation, -CI+OH, etal., 2017
croissance glucuronidation
Isoproturon Herbicide | UV et lumiére du soleil | Hydroxylation, N- Choudhury,
(composés non ciblés) | déalkylation 2017
Bentazone Herbicide | Photocatalyse (TiO,, N-déalkylation, Berberidou
Zn0) hydroxylation, dimérisation etal., 2017
Cyprodinil Fongicide | UV-VIS Isomérisation, cyclisation, Nicol et al.,
hydroxylation 2016
Méthyl Insecticide | Chimique (MnO,) P-oxydation, hydrolyse, Liao et al.,
parathion déalkylation, 2016
Fluopyrame Herbicide | UV et lumiére du soleil | -Cl+H, -CI+OH, cyclisation Dong et
(non ciblé) via -HCI Hu, 2016
Fluopyrame Herbicide | Microsomes de foie et Hydroxylation, Mekonnen
EC N-déalkylation, époxydation, S(t)ila
-Cl+H, -CI+OH, a
déshydrogénation
Chlorpyrifos Insecticide | Microsomes de foie et P-oxydation, hydrolyse, O- Mekonnen
EC déalkylation, -CI+H etal., 2017
Metribuzine Herbicide | Comparaison avec les Déamination, désulfuration Xie et al.,
standards authentiques | oxydative 2017
Flonicamide Insecticide | Comparaison avec les Hydrolyse des amides, Lopez-Ruiz
standards authentiques | déamination par hydrolyse etal., 2017
Quinoxiféne Fongicide | UV et composés non -CI+OH, Hydroxylation, Ferrietal.,
ciblés cyclisation (-H20, -HCI), 2017
hydrolyse
DDT Insecticide | Comparaison avec les Oléfine via -HCI, -CI+OH Mackintosh
standards authentiques etal., 2016
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A coté de cela, I'EC couplée & la CL-SM a regu une attention particuliére dans le cadre
des études des processus de biotransformation des pesticides. En 2009, Lohmann et
collaborateurs (Lohmann et al., 2009) ont utilisé le couplage EC-CL-SM pour prédire
I'nydroxylation, la substitution nucléophile du chlorure et I'amination du pesticide boscalide.
Dans ce travail, ils ont également été capables de prédire les métabolites conjugués de phase
Il (avec le glutathion). Typiquement, un composé avec un modificateur organique approprié
et une solution d'électrolyte a été introduite (a l'aide d'un pousse seringue) dans une cellule

électrochimique constituee de I'électrode de travail couplée a la SM en ligne ou a la CL-SM.

Les travaux de Mekonnen et collaborateurs (Mekonnen et al., 2017, 2018b) ont porté
sur I'étude des processus de biotransformation d'un fongicide (fluopyram) et d'un insecticide
(chlorpyrifos) en utilisant les couplages EC-SM et EC-CL-SM en comparaison avec des
microsomes hépatiques de rats et de humains disponibles dans le commerce. Plusieurs PsST du
chlorpyrifos et du fluopyram via I'nydroxylation, la P-oxydation, la désalkylation (O- et N-) et
la substitution nucléophile des halogenes ont été identifiés par HRMS et CL-SM/SM. De
nombreux mécanismes de réaction de biotransformation (tableau I11.1) pourraient étre
facilement simulés par des réactions redox basées sur I'EC. De plus, le temps de synthese,
I'élucidation des mécanismes et l'automatisation (synthese en ligne, séparation et
identification des PsT) pourraient étre considérablement améliorés par EC couplé a la SM.

Récemment, une revue de Mohle et collaborateurs (Mohle et al., 2018) a discuté de
I'extension possible de I'EC pour la synthése des produits biologiques a valeur ajoutée. Par
exemple, la synthése du benzaldéhyde a partir de la diméthoxylation du 4-tert-butyltoluéne et
la réduction de I'acrylonitrile en adipontrile pour la production de polyamide sont des
procédés a I'échelle industrielle utilisant I'électrochimie organocatalytique. Au lieu d'utiliser
des réactifs, appliquer de I'électricité pour la production chimique est une approche verte (car

aucun déchet généré) et économiquement viable.

En outre, I'EC utilise des réactifs respectueux de I'environnement a l'instar de I'eau
comme source d'hydrogéne ou d'hydroxyle, d'oxygéne moléculaire pour I'oxydation ou du
CO; pour les processus de carboxylation (Mohle et al., 2018). A cet égard, Mekonnen et
collaborateurs (Mekonnen et al., 2018a) ont synthétisé des étalons de référence des PST (non
fractionneés) en utilisant une électrode DDB (diamant dopé au bore) pour une authentification
impartiale des metabolites du chlorpyrifos dans les denrées alimentaires. Cependant,
I'approche EC-SM a des limites sur la stéréosélectivité et la représentation de tous les
processus enzymatiques (Jurva et Weidolf, 2015). Cette méthode pourrait tout de méme étre
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un avantage a l'avenir pour synthétiser a la fois des métabolites et des étalons de référence des
PsT abiotiques (Mekonnen et al., 2018a).

Conclusion

En résumé, les études sur les PsT des pesticides dans les échantillons de denrées
alimentaires et d’environnement sont trés rares et limitées uniquement aux PsT dont les
standards sont disponibles dans le commerce. D'un autre coté, il n'existe pas de méthodes de
prédiction communes pour les processus de transformation biotiques ou abiotiques des
pesticides. Malgré de nombreuses méthodes instrumentales et de simulation développées
jusqu'a présent, la quantification et I'identification impartiale des PsT des pesticides dans les
échantillons alimentaires et environnementaux sont encore des défis analytiques de base. Il
convient de noter que les expériences de dégradation ont été le plus souvent réalisees par des
expériences photochimiques et des études du métabolisme par des expériences in vitro ou in
vivo. L'électrochimie est principalement utilisée pour des expériences de métabolisme, mais
son utilisation pour la simulation des produits de dégradation est d'ores et déja d'actualité.
L'utilisation géneérale de toutes méthodes de simulation disponibles devrait étre plus ciblée,
dépendamment du domaine de recherche et de la classe de composés. Les méthodes de
simulation peuvent ainsi aider non seulement a étudier les processus de transformation et a
identifier de nouveaux PsT, mais aussi a produire des PsT en plus grande quantité pour des
investigations ultérieures (par exemple, toxicité ou criblage réel). L'électrochimie (EC) est
devenue de nos jours I'une des méthodes les plus importantes pour la simulation des produits
de transformation (PsT), ceci au vu du nombre croissant de publications ces dernieres années.
Les processus d'oxydation et de réduction peuvent étre étudiés tres simplement, y compris la
variation des parameétres expérimentaux, qui aident a ajuster les conditions réelles. L'EC peut
étre utilisée comme méthode de simulation pour les processus de biotransformation ainsi que
pour les processus environnementaux, avec une sélectivité de génération de PsT spécifiques
améliorée. En outre, le couplage en ligne de I'électrochimie a la spectrométrie de masse (haute
résolution) facilite I'identification sans ambiguité des PsT instables. La large applicabilité, y
compris une unité de synthése de PsT, augmentera a I'avenir I'importance des couplages EC-
SM et EC-CL-SM comme méthode de simulation pour les composés toxicologiques
pertinents. Le chapitre qui suit décrit les reéactifs, le matériel et les détails méthodologiques
des différentes techniques instrumentales utilisés dans le cadre de ce travail. Un accent sera
mis sur la mise en ceuvre des couplages EC-SM (Electrochimie - Spectrométrie de Masse) et

EC-CL-SM (Electrochimie - Chromatographie Liquide - Spectrométrie de Masse).
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Chapitre IV. Mise en ceuvre des méthodes analytiques et protocoles

experimentaux

Les réactifs, le matériel et les détails méthodologiques des différentes
techniques/méthodes instrumentales utilisés durant ce travail sont présentés et specifiés dans
ce chapitre. Mais avant, un bref rappel est fait sur la mise en ceuvre des couplages EC-SM
(Electrochimie - Spectrométrie de Masse) et EC-CL-SM (Electrochimie - Chromatographie
Liquide - Spectrométrie de Masse) ainsi que les conditions expérimentales et parameétres

expérimentaux adaptés tant au dispositif électrochimique qu’au spectrométre de masse.
IV.1 Mise en ceuvre des couplages EC-SM et EC-CL-SM

IV.1.1 Types de cellules électrochimiques

Bons nombres de travaux qui font état d’une étude EC-CL-SM utilisent une cellule
¢lectrochimique indépendante de la source d’ionisation du spectrométre de masse. Les études
se basent principalement sur ’utilisation de deux configurations de cellules électrochimiques.
La premiere configuration est basée sur la circulation de la solution électrolytique a travers
une ¢lectrode de travail poreuse, tandis que la seconde configuration met en ceuvre la
circulation de la solution en couche mince a la surface des électrodes. Toutefois, il est
important de noter que ces deux configurations reposent sur une circulation hydrodynamique
de la solution é¢lectrolytique (le volume interne des cellules n’excéde pas deux cent
microlitres). Le volume interne ainsi que le débit d’injection de la solution électrolytique
doivent étre adaptés afin de permettre 1’observation par spectrométrie de masse de la variation
d’un paramétre électrochimique sur le signal étudié et des produits de réactions
électrochimiques. De plus, des débits non adaptés peuvent engendrer une influence non

négligeable sur la couche de diffusion et la conversion électrochimique.

Dans la cellule électrochimique a électrode poreuse, la solution traverse une électrode
de travail (ET) en carbone poreux. Les électrodes de référence et contre électrode sont toutes
deux constituées de Palladium et doublées (placées de part et d'autre de 1’¢lectrode de travail),
ainsi le phénoméne de chute ohmique est limité durant la réaction électrochimique. Cette
cellule est maintenue fermée par une résine PEEK (Poly-Ether-Ether-Ketone) et ne peut pas
étre démontée pour la maintenance ou 1’échange d’électrode. Ce type de cellule présente de
nombreux avantages vis-a-vis des cellules a couche mince. En effet, I’ensemble de la cellule

étant constitué par un polymeére rigide, elle est rarement sujette aux fuites, ce qui permet de
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travailler & des débits et pressions plus élevés. De plus, avec ce genre de dispositif le taux de
conversion électrochimique est plus important, d0 a une plus grande interaction entre la

surface de 1’¢lectrode de travail et la solution ¢électrolytique.

La cellule électrochimique a couche mince est vraisemblablement la configuration la
plus simple pour la mise en ceuvre d’un systéme ¢électrochimique lors d’expériences
hydrodynamiques. La solution est injectée dans la cellule par le biais d’un capillaire en PEEK
afin d’arriver face a I’¢lectrode de travail (ET). Par la suite la circulation de la solution au sein
de la cellule s’effectue sous la forme d’une couche mince, guidée a la surface des électrodes.
Le volume interne de la cellule est régi par I'utilisation d’espaceurs métalliques qui ne sont
pas en contact avec la solution. La proximité spatiale de I’ensemble des électrodes limite le
phénoméne de chute ohmique. L’avantage principal de cette cellule est la possibilité
d’accéder aux différentes électrodes, ce qui facilite son nettoyage apreés chaque expérience.
De plus, elle offre la possibilité d’utiliser plusieurs types d’électrodes de travail avec
différents matériaux tels que 1’Or (Au), le Platine (Pt), le Carbone vitreux (CV) ou bien du
carbone diamant dopé au bore (« Boron-Doped Diamond » BDD). Certains de ces matériaux
permettent d’étendre la fenétre d’électroactivité et ainsi de travailler a des potentiels plus
élevés. 1l existe différentes configurations de cellules électrochimiques et la figure I1V.1 ci -

dessous présente quelque unes.

ET Entrée Sortie Entrée
A B | t C ”
—+ _T_—r- Sortie —_ Sortie l _, Sortie
ET '
ET ET

D E ET

ET
Entrée —* % —*  Sortie Entrée —

Figure IV. 1: Configurations de cellules électrochimiques: (A) Tubulaire (tubular); (B)
Couche mince (thin-layer); (C) Jet (wall-jet); (D) Flux (flow-through); and (E) Double flux
(dual working flow-through) (Antec, 2016).
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IVV.1.2 Types de couplages et parameétres expérimentaux
IV.1.2.1 Couplage EC-CL-SM

Ces cellules, qui peuvent étre dites de synthése, sont utilisées pour la production en
grande quantité de produit(s) de réaction redox. Une fois les espéces générées et collectées,
une séparation par chromatographie liquide suivie d’une détection par spectrométrie de masse
assistée d’une ionisation par electrospray est realisee (figure 1V.2). Toutefois, deux approches
expérimentales se distinguent, d’une part la production électrochimique d’échantillon suivie
de son analyse par CL-SM, d’autre part 1’association directe d’une cellule électrochimique
avec le dispositif d’injection de la chromatographie liquide. Ce dernier protocole permet
I’automatisation des analyses EC-CL-SM par la connexion du flux en aval de la cellule

¢lectrochimique a une boucle d’injection.

Potentiostat
Cellul % Spectrometre
ellule [ 3 095
Fa Passeur Injecteur ]—[ Colonne S5
D Electrochimique ) °°3,O de masse
=) / Electrospray

Pousse seringue

Vial

Figure 1V. 2: Schéma de principe du couplage EC-CL-SM. En rouge, [’association pour
I’injection des especes électro générées se fait par le passeur d’échantillon de la
chromatographie liquide. En vert, la sortie de la cellule électrochimique est connectée a la

boucle d’injection du chromatographe.

La premiére approche (en rouge sur la figure 1V.2) ne nécessite pas de modifications
sur l’appareillage de chromatographie liquide. Néanmoins [’utilisation d’une cellule
directement connectée en amont du circuit chromatographique peut permettre une

automatisation des expériences.
1VV.1.2.2 Couplage EC-SM

L’association EC-SM peut aussi se faire en marge d’une séparation
chromatographique. En effet, I’approche dite EC-SM correspond comme son nom 1’indique
au couplage direct entre le flux sortant du dispositif électrochimique et la source d’ionisation

en amont du spectrométre de masse (figure 1V.3).
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Figure 1V. 3: Représentation schématique du couplage EC-SM.

Dans un premier temps, la solution électrolytique circule dans la cellule
¢lectrochimique constituée de trois électrodes. Ici, I’élimination de bulles d’air est primordiale
afin de limiter les interférences a la surface de [’électrode de travail. Les espéces
électrochimiguement génerées sont véhiculées par le flux de solution directement vers 1’entrée

de la source d’ionisation du spectrométre de masse, comme 1’indique la figure 1V.3.

Lors d’une expérience de couplage EC-SM, I’¢lectrode de travail, qui est placée au
cceur méme de la cellule, peut subir un balayage linéaire lent (typiquement 2-5 mV.s?) de
potentiel croissant (oxydation), ou décroissant (réduction) induisant ainsi des réactions
¢lectrochimiques a ’interface électrode/solution de fagon progressive. LeS espéces ainsi
générées sont ionisées avant que leurs rapports de masse m/z ne soient mesurés par
I’analyseur. Le résultat est D’enregistrement d’un voltampérogramme massique. La
voltampérométrie massique permet, comme la voltampérométrie cyclique, d’observer le
comportement électrochimique d’une espéce électroactive en fonction du potentiel appliqué a
I’¢électrode de travail. De plus, I'intérét majeur de cette technique réside dans la possibilité
d’observer de fagon quasi-instantanée les espéces générées durant la réaction électrochimique
(& condition que ces especes générées soient sensibles vis-a-vis de la technique d’ionisation
utilisée). Le délai entre la production électrochimique d’analytes et leur détection permet
néanmoins la dégradation des especes les plus réactives. Ce délai peut étre minimisé par
’utilisation de systémes électrochimiques miniaturisés. Le couplage direct EC-SM facilite
I’interprétation du comportement électrochimique de I’espece considérée lors d’une réaction

électrochimique.

Le couplage EC-SM fait ainsi partie des outils de tout premier plan pour 1’élucidation
mécanistique des réactions induites par un transfert eélectrochimique. Toutefois, la mise en
pratique de ce couplage nécessite des conditions expérimentales adaptées tant a

I’¢électrochimie qu’a la spectrométrie de masse.
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IVV.1.3 Paramétres expérimentaux

Pour réaliser un couplage EC-SM il est primordial d’établir un compromis sur les
conditions expérimentales pour favoriser la mise en ceuvre de chacune des techniques. La
principale contrainte présente dans cette méthodologie est la matrice dans laquelle
I’échantillon est placé. La concentration en analyte doit étre minimisée afin d’obtenir le
meilleur rendement électrochimique tout en produisant une quantité de métabolites suffisantes
pour étre détectée par ESI-SM. De plus, une concentration excessive en analytes peut
engendrer des phénomeénes de polymérisation, d’absorption ou de passivation d’électrode
ainsi qu’une pollution importante du spectromeétre de masse. Il en est de méme pour la
concentration en électrolyte support nécessaire a tout processus d’électrochimie. En effet,
pour réaliser une expérience d’électrochimie, la concentration en électrolyte support doit étre
suffisamment importante (de 1’ordre de 100 mM) pour limiter le phénomene de chute
ohmique et permettre une bonne conversion électrochimique. Cependant, la présence de cet
¢lectrolyte en grande quantité dans la solution induit des perturbations lors de 1’acquisition
des spectres de masse (augmentation du bruit de fond, phénomene de suppression ionique).
Usuellement, afin de satisfaire aux exigences des deux techniques, la concentration de travail

en électrolyte support varie entre 10 mM et 30 mM.

Si les premiers couplages EC-SM ont été rapportés avec 1’utilisation d’ionisation
thermospray, les études les plus récentes rapportent 1’utilisation d’une ionisation electrospray.
Les performances de cette technique d’ionisation sont améliorées lorsque le milieu est
protique (formation d’ion [M+H]"), mais également grace a I’utilisation d’un solvant
organique volatil afin de faciliter la désolvatation au sein de la source. L’utilisation d’un
solvant organique a un autre avantage non négligeable qui est d’améliorer la solubilité des
analytes et ainsi limiter le phénoméne d’adsorption de molécules organiques a la surface de
I’¢lectrode de travail. C’est pourquoi, dans la majorité des cas, on choisira un mélange de
solvants (en proportions equivalentes la plupart du temps) eau/acétonitrile ou eau/methanol,
auquel on ajoute un électrolyte support volatil de type acétate d’ammonium (CHs-COO;
NHs") ou formiate d’ammonium (H-COO"; NH4"), facilement éliminé durant les étapes

d’évaporation et d’ionisation de la solution.

Pour finir, la source d’ionisation par electrospray fait intervenir des tensions
importantes afin de pouvoir effectuer une bonne ionisation des molécules. C’est pourquoi,

lors du couplage direct EC-SM, il est nécessaire de connecter la sortie de la cellule
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électrochimique a la prise de terre du spectrométre de masse, afin d’éviter toute réaction

¢lectrochimique non souhaitée par action des tensions présentes dans la source d’ionisation.
IV.1.4 Réactifs

Tous les produits chimiques et réactifs étaient de qualité analytique et utilisés sans
aucune purification. La carbendazime (CBZ), le diuron (DIU), l'isoproturon (ISO), le fénuron
(FENU), le monuron (MONU), le linuron (LINU), le monolinuron (MONO), le métoxuron
(METOX), le chlortoluron (CHLORTO), I'acétate d'ammonium (> 98%), le glutathion, GSH
(98-100%) et I'acétonitrile de qualité HPLC ont été achetés chez Sigma-Aldrich (France). Le
principal métabolite de la CBZ, a savoir le 2 aminobenzimidazole, 2-AB (99%) a été acheté
chez Acros Organics. Le pH des solutions a été ajusté par de I'ammoniaque (28% min.,
Prolabo) et de l'acide formique (pour CL-SM, Fisher Chemical). Toutes les solutions

aqueuses ont été préparées en utilisant de I'eau ultra pure.
IV.1.5 Matériel et méthodes expérimentales

Trois techniques électrochimiques ont été utilisées au cours de ce travail pour I'étude
des composés d’intéréts. Il s’agit de la voltampérométrie cyclique (VC), la voltampérométrie
a balayage linéaire (VBL) et de I'électrolyse a potentiel controlé (EPC). Elles utilisent des
outils d’analyses classiques, sont simples d’emploi et adaptées pour 1’étude des propriétés
redox des composés électroactifs. Cependant, les méthodes électrochimiques seules (VC,
VBL et CPC), si elles renseignent sur les transferts électroniques, elles ne permettent pas
d'obtenir des informations structurales sur les espéces stables et intermédiaires. Les
techniques analytiques telles que la chromatographie liquide (CL) et la spectrométrie de
masse (SM) ont été couplées aux techniques électrochimiques pour permettre de résoudre ce
probleme. Nous présentons dans cette partie le matériel et le déroulement des manipulations

(électrochimiques, chromatographiques et par spectrométrie de masse).
IV.1.5.1 Voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie cyclique précede I'électrolyse a potentiel contrélée, en ce sens
gu'elle permet de déterminer les potentiels d'oxydation des différents composés devant étre
fixé lors de ladite électrolyse. Les expériences/mesures de VC ont été réalisées dans un
régime de diffusion pure, donc en solutions non agitées. Ces mesures ont été effectuées via un
potentiostat VVSP piloté par le logiciel EC-lab V10.40 de Bio-Logic (Bio-Logic Science
Instruments, France). La cellule électrochimique utilisée au cours de la voltampérométrie

cyclique est constituée d’un systéme a trois électrodes :
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- Une électrode de travail en carbone vitreux (CV, diamétre du disque de 2,0 mm, surface

géométrique de 0,031 cm?) ;
- Une contre-électrode métallique : acier inoxydable ;
- Une électrode de référence au calomel saturé (ECS).

Ces ¢lectrodes plongent dans une cellule en verre, et I’ensemble est relié au
potentiostat comme I’indique la figure IV.4. Toutes les expériences ont été effectuées dans de
I'acétate d'ammonium 0,1 M (pH 3,5 ; 7,4 et 10) servant d'électrolyte support dans de
I'eau/acétonitrile (1:1, v:v), et des voltampérogrammes cycliques (VC) ont été enregistrés a
une vitesse de balayage de 50 mV.st. Les analytes modeles (pesticides phénylurées et
carbamates) ont été dissous pour atteindre des concentrations de 1 mM. Des expériences
supplémentaires ont été effectuées en présence d'un excés (10 mM) de glutathion (GSH).
Bien que n'étant pas présent dans I'environnement, la fonction thiol du glutathion peut étre

utilisée comme modele pour I'addition/piégeage nucléophile d'entités électrophiles.

Potentiostat Ordinateur
L4 B 5

14

mercure 124

calomel 104
8<
KCl saturé . < 89
2 4]
24
verre fritté == . 2o 0
Rétférence Travail Auxiliaire 2]

4 R Ry

00 02 04 06 08 10 12
Ewe vs SCE/V

Figure 1V. 4: Montage réalisé pour les tracés voltampérométriques utilisant la

voltampérométrie cyclique.
IVV.1.5.2 Electrolyse a potentiel contrdlé (en batch) : Couplage indirect EC-CL-SM

L'électrolyse a potentiel contrélé a été réalisée sur un potentiostat VSP avec un
systeme a trois électrodes et une cellule électrochimique a deux compartiments. Le systéeme

comprend :

- Un creuset cylindrique en carbone graphite servant d'électrode de travail (surface

géométrique active 9,5 cm?) ;
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- Une électrode de référence au calomel saturé (ECS) ;

- Une électrode auxiliaire métallique (acier inoxydable) a large surface placée dans un

compartiment cathodique séparé de la partie anodique par un fritté.

Les solutions d’électrosynthése sont constituées de 1 mM de composés d’intéréts
(pesticides) et 0,1 M d’acétate d’ammonium, dans un mélange eau/acétonitrile (50/50). Une
autre solution contenant en plus 10 mM de glutathion a été également électrolysee.
L’¢lectrolyse a été réalisée dans un premier temps a un potentiel fixe d'électrode de travail
pour chaque composé pendant 6 h. Dans un second temps, des solutions contenants les
analytes et le glutathion ont également été électrolysée dans les mémes conditions. Les
produits d’oxydation ont été collectés dans un vial de 2 mL et entreposés & -18 °C a I’abri de
la lumiére en vue d’analyses CL-SM et CL-SM?2.

Les solutions ont été agitées pendant les expériences d’électrolyse dans un volume
total de 10 mL, cela s’est fait dans I’optique d’augmenter I’apport en composé électroactif a la
surface de 1’électrode de travail et favoriser un taux de conversion plus élevé. Pour ne pas
risquer d’abimer le capillaire de Luggin, I’utilisation d’un petit barreau magnétique de type «
grain de riz » est privilégiée. Il est & noter que 1’acétate d’ammonium (sel volatil) a été choisi
comme électrolyte support pour satisfaire aux exigences expérimentales de 1’électrochimie et

de la spectrométrie de masse.

IV.1.5.3 Voltampérométrie a balayage linéaire - électrolyse en flux : Couplage direct
EC-SM

La solution est injectée continuellement dans la cellule électrochimique puPrepCell™
(Antec, Zoeterwoude, The Netherlands) a I’aide d’un pousse seringue (gas tight syringe 549-
0538, VWR Collection, France) au débit de 25 uL.min™t. Les manipulations électrochimiques
ont été pilotées par un potentiostat portable de marque EmStat de chez Palmsens, controlé par
le logiciel PSTrace V 5.3 (PalmSens, Randhoeve, The Netherlands). La cellule a couche
mince pPrepCell™ est une cellule de synthése avec un volume interne de 33 pL
(correspondant a un espaceur de 150 pm). L’électrode de travail est en Carbone Diamant dopé
au Bore (BDD, surface géométrique active de 1,9 cm?), un bloc de Titane fait office de contre

électrode et la pseudo référence est en Palladium (HYyREF™, Pd/H,).

Lors de ces expériences de couplage en ligne EC-SM, on applique un balayage linéaire
de potentiel allant de 0 a 2 V vs Pd/H; par pas de 2 mV.s™. Les produits d’oxydation sont

directement injectés dans 1’entrée de la source d’ionisation du spectrométre de masse. Les

These de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA 2020 69




Chapitre \N. Mise en ceawve des methiedes analytigues ef prataceles expévimerntaux

résultats obtenus lors de ces analyses correspondent a des voltampérogrammes massiques
(intensités des m/z en fonction du potentiel appliqué a 1’électrode de travail). La solution
d’¢lectrosynthese est constituée de 0,1 mM de pesticide et 20 mM d’acétate d’ammonium,
dans un mélange eau/acétonitrile (50/50). Une autre solution contenant en plus 1 mM de
glutathion a été également électrolysee, I'objectif étant de piéger les espéces intermédiaires
réactives telles que les quinones, les quinones imine, les époxydes, les ions nitrenium et les

arenes oxydes, si présents.

Le Montage réalisé pour les expériences de couplages EC-SM et EC-CL-SM est
présenté ci-dessous.
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Figure 1V. 5: Montage réalisé pour les couplages direct et indirect : EC-SM et EC-CL-SM.

IV.1.6 Chromatographie en phase liquide - spectrométrie de masse a haute
résolution (CL-SMHR et CL-SM?HR)

Les analyses CL-SMHR et CL-SM?HR ont été réalisées a I’aide d’un systéme
couplant une Chromatographie Liquide a Ultra Haute Performance (CLUHP) de la société
Waters (Waters, Guyancourt, France) et un spectrometre de masse Xevo G2-XS QToF
(Waters, Guyancourt, France) équipé d’un quadripdle/analyseur a temps de vol. Le
spectromeétre de masse est équipé d’une source d’ionisation par electrospray (Z-Spray). Le

systeme CL-SMHR utilisé est entierement piloté par le logiciel MassLynx 4.1 (Waters).
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Deux microlitres (2 puL) d'échantillons (pesticides) ont été séparés sur une colonne de
chromatographie liquide de phase inverse greffée Cis (Acquity® BEH, 130 A, 1,7 um, 2,1
mm x 100 mm) maintenue a une température constante de 25 °C. Un gradient binaire a 0,4
mL/min, entre les solvants A (eau + acide formique a 0,1%) et B (acétonitrile + acide
formique a 0,1%) a été utilisé pour la séparation chromatographique. Les conditions initiales
(95% de A) ont été maintenues pendant 2 min, puis le solvant A a baissé de 40% sur une
période de 2 min et de 40 a 0% en 1 min. Un taux de 100% de solvant B a été maintenu
pendant 1 min avant de revenir aux conditions initiales en 0,1 min. Les conditions initiales ont
été maintenues pendant 2 minutes pour permettre I'équilibrage de la colonne. Le tableau V.1
ci-dessous présente la composition du gradient en voies A et B utilisé. Il constitue la
composition du gradient en voies A et B utilisé pour la séparation chromatographique de

différents pesticides et leurs produits d’oxydations.
Tableau IV. 1: Composition du gradient en voies A et B.

Temps (minutes) 0 04 4 5 6 6,5 8

%A (H2.0 + HCOOH 0,1%) 95 95 40 40 0,0 95 95

%B (CHsCN + HCOOH0,1%) |5 5 60 60 100 5 5

Concernant les paramétres de la source d’ionisation par electrospray, il a été choisi
d’utiliser le mode d’acquisition positif donnant accés aux ions [M+H]*, le mode d'acquisition
négatif [M-H] n'ayant pas donné des résultats probants. Il faut cependant noter que le mode
d'analyse est tout aussi important. Son choix dépend des fonctions présentes sur la molécule.
Les molécules avec les fonctions acides sont plus accessibles en mode d'ionisation négatif et
celles faites de fonctions basiques le sont en mode d'ionisation positif. Bien évidemment les

fragmentations ne sont pas les mémes et on n'en tire pas forcément les mémes informations.

Les paramétres de la source ont été réglés afin d’obtenir le meilleur rapport
résolution/sensibilité pour les analyses. Les paramétres de I'électrospray en mode positif
étaient donc les suivants : tension capillaire 0,5 kV, tension du cone 3 V, décalage de source
80 V, débit de gaz de désolvatation (N2) 600 L/h, débit de gaz de cone (N2) 80 L/h,
température de désolvatation de 350 °C et température de source 150 °C. Les données ont été
acquises pour des m/z compris entre 50 et 800 Da en mode centroide. La leucine enképhaline
(LeuEnk) a la concentration de 50 pg/uL (masse exacte de 556,2771 Da [M+H]") a été

utilisée comme « lock-mass » a un débit de 10 pL/min et acquise pendant 0,5 s toutes les 10 s.
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Un spectre de 0,3 s a été acquis toutes les 15 s et a permis une détermination exacte de la
masse lors des expériences CL-SMHR et CL-SM?HR.

Des expériences CL-SMSMHR ont été réalisées avec une énergie de collision allant de
10 a 40 V, et le gaz induisant la fragmentation de 1’ion parent est de I’ Argon. Les rapports de
masse de masse ont été extraites pour chaque molécule ciblée avec une fenétre absolue de
0,01 Da. Les données ont été traitées a l'aide du logiciel MassLynx 4.1 (Waters).

IV.1.7 Calculs de mécanique quantique

De nos jours, les proprietés électroniques d'un systeme moléculaire sont calculables
avec une trés grande précision. L'augmentation de la puissance de calcul des ordinateurs,
I'amélioration des algorithmes, la mise au point d'approches originales dans les méthodes de
résolution numériques des équations de la mécanique quantique permettent d'obtenir des
résultats tres comparables a ceux mesurés lors des expériences. Il est possible d'avoir accés
avec une trés grande précision a l'ensemble des propriétés électroniques des systémes
chimiques et de calculer leurs variations le long des chemins de réaction. C'est ainsi qu'il est
envisageable de réaliser des expériences dites "in silico” dans lesquelles les réactions
chimiques sont simulées sur ordinateurs, et de pouvoir visualiser les réactifs, les produits, leur
trajectoire d'approche, ou encore I'état de transition. Il est également possible de calculer les
énergies de différentes formes moléculaires qui composent les chemins de réactions, et ceci
méme dans le cas des états électroniques excités. Par conséquent, les surfaces d'énergie
potentielle sont visualisables, et les énergies des états de transitions sont comparables, ce qui
permet de calculer différentes constantes de vitesse. Toutes les phases physico-chimiques sont
accessibles aux études. A l'aide des méthodes dites de continuums polarisables, ou en incluant
explicitement les molécules de solvant, les réactions chimiques des espéces dissoutes sont
modélisables. Il existe plusieurs méthodes quantiques qui donnent acces a de tels résultats.
Nous ne présenterons que tres sommairement la méthode de la DFT, car étant utilisée dans le

cadre de ce travail.
IV.1.7.1 DFT : Principes généraux

La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT, sigle pour Density Functional
Theory) est une méthode de calcul quantique permettant I'étude de la structure électronique,
en principe de maniére exacte. Son concept fondamental repose sur le fait que 1’énergie d’un
systeme électronique peut étre exprimée en fonction de sa densité. C’est en fait une idée

ancienne datant principalement des travaux de Thomas (Murakata et al., 1990) et Fermi
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(Galiano-Roth et al., 1991). L’utilisation de la densité électronique comme variable
fondamentale pour décrire les propriétés du systéme a toujours existé en refrain depuis les
premieres approches de la structure électronique de la matiére, mais n’a obtenu de preuve que
par la démonstration des deux théorémes de Kohn et Sham (Sahni et Slamet, 1999). L’intérét
d’utiliser la densité électronique provient du fait qu’elle ne dépend que des 3 coordonnées
spatiales, ou a la limite de 6 coordonnées si I’on considére deux populations de spin (1 et |)
pour décrire les systémes magnétiques. En revanche, si 1’on s’en tient a la description d’un
systéme avec la fonction d’onde a plusieurs électrons, pour N ¢électrons celle-ci dépendrait de
3N variables pour un systéme a spin dégénéré et de 6N variables pour un systéeme
magnétique, tache impraticable. La theéorie de Thomas et Fermi est une véritable théorie de la
fonctionnelle de la densité dans la mesure ou toutes les contributions a I’énergie €lectronique
totale (cinétique aussi bien qu’électrostatique) sont exprimées en termes de la densité
électronique. La DFT fournit une base théorique principale pour le calcul de structure de
bandes d’énergie. Il a ét¢ démontré que la densité électronique d’un systéme permet d’aboutir
a toutes ses propriétés dans un état fondamental. La densité est calculée a partir d’un
déterminant de Slater, ce qui nécessite une base d’orbitales atomiques. Une variante de la
DFT fondamentale est la DFT conceptuelle (méthode utilisée dans ce travail), dont le but est
de donner un cadre théorique et des définitions précises a des concepts largement utilisés par
les chimistes expérimentateurs (réactivité chimique). A travers les dérivées successives de
I'énergie dans I'ensemble canonique [N,v(r)], de nombreux descripteurs de réactivité ont pu

étre proposés et des significations physiques ont émergé.

Des approximations sont nécessaires pour le calcul de I’énergie. Dans une premiére
approximation appelée LDA (Local Density Approximation), les électrons sont considérés
localement comme un gaz homogene. Cette approximation ne peut pas s’appliquer a des
systemes fortement inhomogeénes, tels que les atomes ou les petites molécules, ni a des
systemes dont les densités varient lentement. D’autres approximations plus récentes, telles
que la GEA (Gradient Expansion Approximation) (Slamet et Sahni, 1992) ou la GGA
(Generalized Gradient Approximation) (Langreth et Perdew, 1982), ne se limitent pas a un
calcul de la densité en un point mais font également intervenir un gradient de densité
électronique autour du point considére. Les fonctionnelles les plus couramment utilisées pour
évaluer 1’énergie d’échange et de corrélation sont B3P86, B3LYP et BMK. Dans ces groupes
de lettres utilisés (souvent les initiales des auteurs), la premiére partie désigne la méthode de
calcul et la deuxiéme celle de la corrélation. Ces méthodes DFT ont connu un sSuccés
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foudroyant. En particulier, la méthode BMK (méthode utilisée dans ce travail) s’est avérée trés
efficace pour un grand nombre de systémes organiques. Elle est considérée comme étant la

plus adaptée a 1’étude de la réactivité chimique.
I1VV.1.7.2 Type de base et paramétres utilisés

L’ensemble des calculs théoriques a été effectué en collaboration avec 1’équipe ModES
(Modélisation et Spectroscopie) du laboratoire CEISAM a Nantes-France. Les résultats ont
été obtenus par le programme Gaussianl6 utilisant les algorithmes, procédures et seuils de
convergence par defaut (Frisch et al., 2016). Dans un premier temps, la structure moléculaire
a été optimisée a partir de la structure cristallographique de la molécule, en utilisant la
fonctionnelle BMK (Boese and Martin for Kinetic) (Boese et Martin, 2004) et la base de
fonctions atomiques 6-31G(d). Par la suite, les fréquences de vibration ont été calculées pour
veérifier la nature des structures obtenues (minima vs états de transition), ainsi que pour le
calcul des enthalpies libres. L’influence du solvant a été prise en compte a I’aide du modéle
de continuum SMD (Solvation Model Density), qui fournit des estimations précises de
I’impact des interactions entre le soluté et le solvant (Marenich et al., 2009). Pour finir, le
modeéle NPA (Natural Population Analysis) (Reed et al., 1988) a été utilisé pour analyser les
densités SMD-BMK/6-311++G(d,p) en termes de (i) densités de spin, et (ii) d’indices de
nucléophilicité selon la théorie CDFT (Conceptual Density Functional Theory) (Geerlings et
al., 2003).

Dans la suite de ces travaux nous allons présenter les résultats obtenus lors de I’étude
du diuron (DIU, herbicide phénylurées), de sept autres herbicides de la famille des
phénylurées et de la carbendazime (CBZ, fongicide carbamates) et par couplages EC-MS et
EC-CL-SM. L’objectif visé étant une meilleure compréhension de la dégradation
environnementale/oxydative de ces pesticides par 1’observation et la caractérisation de leurs
produits d’oxydation, ainsi que 1’élucidation mécanistique de 1’oxydation de ces derniers. Il
faut noter que les études entreprises sur la simulation de la dégradation environnementale de
sept autres herbicides de la famille des phénylurées avaient pour objectif de décrire tout ou
partie des mécanismes de dégradation oxydative pouvant avoir lieu dans cette famille de

COMpOsés.
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Chapitre V. Résultats et discussion : Applications des couplages EC-
SM et EC-CL-SM a la simulation de la dégradation environnementale

de quelques pesticides electroactifs

Introduction

L'étude du comportement électro-oxydatif des composés d'intérét agrochimiques
(pesticides) a l'aide de la voltampérométrie cyclique délivre des données de haute utilité d'un
point de vue mécanistique. L'opportunité de combiner une cellule électrochimique (EC) a un
spectrométre de masse (SM) et/ou & un chromatographe (CL) offre aujourd'hui la possibilité
d’identifier les produits d'oxydation avec un maximum de certitude. Deux principales
combinaisons sont possibles : EC-CL-SM (indirecte) et EC-SM (direct). Par un volume mort
faible, un temps de résolution court et la compatibilité avec la spectrométrie de masse, les
techniques hybrides EC-SM et EC-LC-MS autorisent l'identification des produits d'oxydation
mais aussi des especes instables. Les couplages EC-LC-MS et EC-SM sont mis en ceuvre
dans cette partie pour 1’étude in vitro du comportement électro-oxydatif de quelques
pesticides modeles électroactifs (carbendazime, diuron et autres herbicides de la famille des
phénylurées). Une bonne connaissance des mécanismes oxydatifs peut en effet apporter des
éclaircissements quant au devenir métabolique des molécules pesticides et permettre une
recherche et une identification plus aisées des différents produits de dégradation ainsi que des

espéces intermédiaires réactives.

Dans un premier temps, nous avons utilisé la méthode EC-CL-SM pour la simulation de
la dégradation de ces pesticides, ainsi que lidentification des especes (stables et
intermédiaires) formés au cours de leurs dégradations oxydative. Cette étude a porté sur
I'étude du comportement électrochimique, la localisation des sites électroactifs (étude
théorique par la méthode DFT), et la prédiction de la formation d'adduits sur les especes
intermédiaires réactives en vue de la simulation de leurs dégradations dans des matrices

environnementales.

Dans un deuxiéme temps, une fois les différents produits d'oxydation identifiés, nous
avons utilisé le couplage direct EC-SM afin d'apporter une meilleure compréhension du
mécanisme de dégradation oxydative de ces pesticides. Les résultats expérimentaux ont été
confirmés par la mise en ceuvre de calculs théoriques sur les molécules de pesticides oxydées
(-e",-H" ; -2e7,-H™), conduisant ainsi a une détermination sans équivoque des sites radicalaires

et electrophiles.
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V.1 Comportement redox, dégradation oxydative et élucidation
mecanistique de I'herbicide Diuron (DIU) par couplages EC-CL-SM et EC-
SM

V.1.1 Comportement du diuron (DIU) en voltampéromeétrie et en spectrométrie

de masse
V.1.1.1 Etude par voltampérométrie cyclique du comportement redox du DIU

Le comportement redox du DIU a été étudie a l'aide d'une cellule électrochimique
classique a trois électrodes, avec du carbone vitreux (CV) comme électrode de travail. La
figure V.1 ci-dessous présente les voltampérogrammes cycliques d’une solution de DIU 1
mM enregistrés dans un mélange eau/acétonitrile (50/50) contenant 0,1 M d’acétate

d’ammonium (pH 7,4) comme électrolyte support.

12

1 Electrolyte 01
104 ——DIU1mM cycle 1
1 —— DIU 1 mM_cycle 2
84 ——DIU 1 mM_cycle 10

-4 — T T - T - T 1 T T T T
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14
E vs ECS/V

Figure V. 1: Voltampérogrammes cycligues du DIU a 1 mM dans un mélange
eau/acétonitrile (50/50) contenant de ’acétate d’ammonium 0,1 M. Le balayage de potentiel

sefaitde-0,4Val2VvsECSalavitesse de 50 mV.s™.

Les voltampérogrammes cycliques représentés a la figure V.1 mettent en évidence le
caractere électroactif du DIU. En effet, au cours du premier cycle de balayage de potentiel, un
pic d’oxydation O1 est observé autour de 0,9 V vs ECS. Durant le balayage retour du premier
cycle, un pic de réduction R1 est observé au potentiel d’environ - 15 mV vs ECS. Toutefois,
ce pic de réduction R; est associé au deuxiéme pic d’oxydation Oz qui apparait au cours du

deuxiéme cycle de balayage a un potentiel proche de 0,4 V vs ECS. O2/R: constituerait donc
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un systeme redox quasi-réversible (écart de potentiel de 385 mV vs ECS) attribué a la
formation d’une entité chimique apres 1’oxydation irréversible du DIU au potentiel de 0,9 V
vs ECS. Ces résultats sont en accord avec ceux décrits par Veerappan et collaborateurs
(Veerappan et al., 2015). lls ont montré que la diffusion du diuron était réduite en une
réaction d’oxydation irréversible en une étape a la surface de I’¢lectrode de carbone vitreux, et
que cette oxydation se fait par échange d’un électron - un proton pour produire un radical
intermédiaire avec dimérisation. On peut donc a ce niveau d’étude envisager un mécanisme
EC2 ou DIM (dimérisation), qui suggere que le transfert d’électrons est suivi d’une réaction
chimique du deuxiéme ordre (Miomandre et al., 2014c). Il faut également noter que la
différence de courant de pic (relativement faible) entre le premier et le second cycle (2,534
MA ; soit 25% de courant perdu), et entre le premier et le dixieme cycle (4,458 pA ; soit 44%
de courant perdu) suggere une passivation quasi-lente de 1’électrode de travail a cette
concentration. La méme tendance a été observée pour les concentrations de DIU a 5 mM et
0,1 mM. Dans 1’état, le phénomene de passivation de 1’électrode est un frein majeur pour la
synthese électrochimique (en mode stationnaire et en flux), car il empéche le déroulement de
I’expérience sur plusieurs heures. Le choix a été porté sur 1 mM de DIU pour

I'électrosynthese en mode stationnaire, et 0,1 mM pour I'électrosynthése en flux.

A noter qu'un comportement similaire a été observé lorsque les expériences ont été

effectué en milieux acide (pH 3,5) et basique (pH 10) (figure V.2).

20 4 Cycle 1
1591 ——pH35
1 ——pH74
104 —pH 10
<
e ]
= ]
04
5 R, Ry R1

-06 -04 -0,2 00 0,2 04 06 08 10 1,2 14
E vs ECS/V

Figure V. 2: Voltampérogrammes cycliques du DIU a 1 mM a différents pH. Conditions

opératoires identiques a celles de la figure V.1.
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L'on constate sur cette figure que lI'augmentation du pH déplace le potentiel des pics

d'oxydation et de réduction vers les valeurs plus basses, ce qui traduit 1’implication des
protons dans le mécanisme redox du DIU. Pour le prouver, Mugadza et Nyokong (Mugadza et
Nyokong, 2010) ont effectué I'oxydation du DIU a différents pH compris entre 1 et 11. La
pente du tracé du pH en fonction du courant de pic d'oxydation a été de 56,8 mV/pH,
indiquant ainsi que l'oxydation du DIU s’effectue suivant un processus de transfert d'un
électron - un proton, au mieux le nombre d’électron (s) échangé (s) au cours de la réaction est

égal au nombre de proton ().
V.1.1.2 Signaux en spectrométrie de masse du DIU

Une analyse préliminaire d’une solution de DIU non oxydée a été réalisee afin
d’observer son comportement en spectrométrie de masse. En effet, la présence d’atomes de
Chlore engendre I’apparition sur le spectre de masse d’un amas isotopique caractéristique.
L’atome de Chlore posséde 24 isotopes connus, de nombres de masse variant entre 28 a 51.
Parmi eux, les deux principaux sont les isotopes stables 3°Cl (75,77%) et 3'Cl (24,23%),
présents en proportion relative 37,885:12,115 respectivement, permettant d’attribuer au
Chlore une masse atomique standard de 35,453 u. Le signal en spectrométrie de masse d’un
compos¢ a deux atomes de Chlore comme le DIU apparait donc sous la forme d’un massif

isotopique (figure V.3).

Intensité
100 233.0246 1.25e6
236.0219 Diuron
ES m/z [M+H]* 233,0246 Da
237.0182
s
LR L L B L L ) B L B B R L S L LR R L L L Lunns nan s e w11
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figure V. 3: Spectre de masse electrospray du DIU correspondant a /’ion [M+H]*

Dans le cas du DIU, la présence de deux atomes de Chlore engendre un amas
isotopique composé de trois signaux d’intensités respectives 9/6/1. Les pics aux m/z 233,0246
Da, 235,0216 Da et 237,0182 Da correspondent ainsi aux pics mono-isotopiques du DIU non
oxydé. Afin de faciliter 1’analyse par les expériences EC-SM et EC-CL-SM, nous avons
choisi de ne prendre en compte que le pic mono-isotopique (constitué uniquement de *°CI) de
chaque molécule. Néanmoins, 1’allure du massif isotopique de chaque produit d’oxydation
étudié sera comparée au massif théorique attendu en fonction de sa formule brute (nombre

d’atome de Chlore principalement).
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V.1.2 Electrolyse a potentiel contrélé du DIU

Dans un premier temps les conditions d’électrolyse ont été déterminées de telle sorte
qu’une seule réaction électrochimique (oxydation dans notre cas) soit mise en jeu (rendement
en courant de 100%). Connaissant les courbes i = f(E) a une électrode donnée relatives au
comportement redox du DIU, ce potentiel a été judicieusement choisit. Afin que tout le
courant soit utilisé pour effectuer cette réaction, il faut imposer et maintenir constant le
potentiel de 1’¢lectrode, ce qui nécessite 1’utilisation d’un potentiostat et d’'un montage a trois

électrodes (Miomandre et al., 2014d).

Ainsi dans ’optique d’identifier les réactions associées aux pics O1, Ry, et Oz, nous
avons réalisés des expériences d’électrolyse a potentiel contrélé (0,85 V ; 1V et 1,15 V pour
les pH 3,5 ; 7,4 et 10 respectivement) du DIU en milieu stationnaire dans une cellule
électrochimique & compartiments separés. Avant tout, nous avons réalisé des expériences de
voltamperométrie cyclique en limitant la fenétre de potentiel entre -0,4 V et 0,7 V, ceci dans
le but de s’assurer que tous les produits formés proviennent de 1’oxydation électrochimique
du DIU au potentiel choisi. L’on a constaté effectivement qu’aucune réaction électrochimique
ne se produit en decga de 0,8 V. La figure V.4 ci-dessous donne la variation de la charge Q en

fonction du temps, aprés 6 heures d’électrolyse en mode stationnaire en milieu neutre.

2,5
Q=227C
2,04 —DIU1mMmM
fffff Electrolyte
1,54
o
C10-
Q,=054C
0,54 e -
. -Q, = =1,73C
’ QQ= Q=1 r.~90%
0,0 Q.. =193C F
0 1 2 3 4 5 6

t/h

Figure V. 4: Variation de la charge Q en fonction du temps t aprés 6 h d'électrolyse en milieu
neutre, en mode stationnaire. Qcac: Charge calculée; Qexp: Charge expérimentale; rg:
Rendement de Faraday (Qexp/Qcalc).
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De l'observation de la figure V.4, il apparait de facon claire que la charge Q croit
rapidement au début de I’expérience et tend a se stabiliser pour des temps élevés

d’électrolyse, confirmant ainsi 1’électrolyse préparative que nous avons entrepris. La charge

théorique est donnée par Q

e =N..N.F, ou ne est le nombre d'électrons (processus a 2
électrons), n le nombre de moles et F la constante de Faraday. Une valeur élevée (~90%) du
rendement de Faraday (ou efficacité de Coulomb) a été observée a cette concentration, ce qui

indique l'absence de passivation de surface pendant I'expérience.

L'électrolyse a potentiel controlé permet de synthétiser les produits de dégradation du
DIU. La voltampérométrie cycliqgue quant a elle, si elle renseigne sur les transferts
¢électroniques et sur la formation des possibles produits d’oxydation a travers 1’apparition de
nouveaux pics, elle ne permet pas d’obtenir des informations structurales sur les espéces
formées (stables ou intermédiaires). Les techniques analytiques telles que la chromatographie
liquide (CL) et la spectrométrie de masse (SM), via notamment le couplage CL-SM,

permettent donc de s’affranchir de cette difficulte.

V.1.3 Analyses par CL-SMHR et CL-SMSMHR des solutions de DIU non oxydée

et oxydeées

L’identification d’un composé moléculaire a partir du chromatogramme est
quelquefois aléatoire. Une maniere plus slre consiste a associer deux techniques
complémentaires. On réunit par exemple, un chromatographe et un second appareil en ligne
tel un spectromeétre de masse. Ces méthodes couplées du second ordre (ou bidimensionnelles)
permettent de récupérer deux types d’informations indépendantes (temps de rétention et
spectre). On peut alors déterminer avec certitude la composition des mélanges complexes ou
la concentration de certains composeés a partir des quantités de 1’ordre du nanogramme. Cette
partie est dédiée a I'utilisation du couplage CL-SMHR et CL-SMSMHR pour I’identification

et I’¢lucidation structurale des produits d’oxydation électrochimique du DIU.
V.1.3.1 Analyses préliminaires par CL-SMHR des solutions de DIU

Les expériences ont été menées en milieux neutre, acide et basique et les especes
générées au cours de 1’oxydation électrochimique du DIU ont été identifiées par CL-SMHR.
Un seul pic au m/z 233,0246 Da (tr = 4,12 min), attribué au DIU [M+H]" a été observé en
CL-SMHR lorsque le potentiel a eté fixé a 0 V vs ECS (figure V.5a). Lorsque ce potentiel a
été fixé a une valeur de 1 V vs ECS en milieu neutre (0,85 V vs ECS et 1,15 V vs ECS en

milieux basique et acide respectivement), 1’analyse par CL-SMHR indique 1’apparition de
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nouveaux pics chromatographiques a différents temps de rétention (figure V.5b). Ces pics
indépendants représentent les entités chimiques formées apres oxydation électrochimique ou
hydrolyse chimique du DIU, I’apparition de ces entités étant corrélée avec la disparition
progressive du pic du DIU. Etant donné que le pH n'influence que l'intensité des ions, et non
sur la production/génération de nouvelles entités, tous les travaux d'élucidation structurelle

ont éte effectués apres oxydation a pH neutre.
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Figure V. 5: Chromatogrammes UPLC des solutions de DIU : (a) non oxydé et (b) oxydé

électrochimiquement en milieu neutre.

Une analyse minutieuse des chromatogrammes ci-dessus nous permet d’identifier les
différents produits d’oxydation électrochimique du DIU, et si possible proposer/établir un
mécanisme de dégradation oxydatif de ce dernier. Pour ce faire, 1’obtention de la composition
élémentaire ainsi que des analyses CL-SM?HR sont nécessaires. Toutefois, de possibles
especes intermédiaires réactives peuvent étre formées sans pour autant étre détectées en SM.

Ces especes peuvent étre stabilisees et observées gréace a des réactions de piégeage chimique.
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V.1.3.2 Spectres de masse, composition élémentaire des produits d'oxydation

électrochimique et voltampérométrie massique du DIU

Une entité chimique est caractérisée par son temps de rétention tr, qui représente le
temps écoulé entre I’instant de I’injection et celui qui correspond sur le chromatogramme au
maximum du pic qui lui est lié. Le chromatogramme quant a lui est une courbe qui traduit la
variation au cours du temps d’un paramétre relié a la concentration instantanée du soluté en
sortie de colonne. L’identification des produits d’oxydation a été réalisée dans un premier
temps par I’extraction des chromatogrammes correspondant au pic mono-isotopique de
chaque entité formée (figure V.6), puis dans un deuxiéme temps par 1’obtention de leur
composition élémentaire sur le pic mono-isotopique a travers leur spectre de masse (tableau
V.1). Pour des raisons pratiques, nous appellerons par la suite POD, (POD = Produit
d'Oxydation du Diuron ; neN") les produits d’oxydation du DIU formés. Les temps de
rétention sont compris entre 0 et 8 minutes avec une séparation satisfaisante entre les pics,

hormis un chevauchement de pics observé en milieu neutre entre 4,64 et 4,74 min.
V.1.3.2.1 Spectres de masse haute résolution des produits d'oxydation formés

Le résultat obtenu d’une analyse par spectrométrie de masse est un spectre de masse
représentant les rapports m/z, ou m représente la masse et z la valence (ou m/q, q représentant
la charge) des ions détectés selon I'axe des abscisses et I'abondance relative de ces ions selon
I'axe de ordonnées. A cet effet, en intégrant chaque pic du chromatogramme obtenu par
analyse CL-SMHR, on obtient un spectre de masse caractéristiqgue du composé cherché. Ci-
dessous sont donnés quelques spectres de masse electrospray (les plus illustratifs) des
molécules oxydées, enregistré en mode d’ionisation positive (ESIY).
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Figure V. 6: Spectres de masse haute résolution de quelques produits d'oxydation,

enregistrés en mode d’ionisation positive.
V.1.3.2.2 Composition élémentaire du DIU et de ses produits d’oxydation

L’identification structurale a été réalisée dans un premier temps par 1’obtention de leur
composition élémentaire sur le pic mono-isotopique. Pour des raisons de comparaison,
I’oxydation a été reprise en milieu neutre a bas potentiel (0,85 V vs ECS) et a potentiel élevé
(1,4 V vs ECS) pendant 6 h, I'idée étant de voir si certaines réactions sont favorables a bas
potentiels ou a potentiels élevés. Une analyse des chromatogrammes obtenus n'a mis en
évidence la présence d'aucun produit d'oxydation additionnel. Le tableau V.1 ci-aprés résume
les espéces identifiées aprés oxydation électrochimique du DIU. Les masses exactes, les
temps de rétention, les erreurs et les formules brutes associées a chacun de ces métabolites y
sont rapportés. Des produits d'oxydation nommés DCA (Dichloroaniline), POD;, POD,,
POD3s, POD4 et PODs ont été obtenus.
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Tableau V. 1: Composition élémentaire du DIU et de ses produits d’oxydation.

Composés ?E)/Z;alc g;;xp tr Amz  Amz  Formule brute  Transformations
. o e
[MHHT"  [M+H]* (min) (mDa) (ppm) [M+H] Chimiques
DIU 233,0248 233,0252 4,12 04 17  CoHuCLN:O Parent
Monomeéres
POD: 2150587 2150500 260 03 14  CoHuCIN,0, Dechlorination
hydrolytique
POD; , —
2130431 2130432 281 01 05 CoHwCIN,0, Denvdrochlorination
(QID1)
POD3a 2490205 2,96 0,7 28 hydroxylation
PODs 210198 190106 308 -02 -0 CoHuClNO: Aromatique
DCA 161,9877 161,9904 4,14 2,7 16,7 CeHsCLN Hydrolyse
Dimeres (majoritaires)
PODasa 4450592 4,06 -0,2 -0,4 Dimérisation
445,0594 Hz0ClsN hété
PODas 5,059 4450504 466 -0.0 0.0 C18H20CI3sN4Os  (hétéro)
PODsq 463,0258 474 02 0,4
PODsp 463,0258 503 02 04 Simérisation
PODs; 4630262 522 -06 -13
TR 463,0256 C1sH10CLN4O2  (homo
PODsg 463,0256 535 00 0,0 16H19CLN:O; - (homo)
PODse 463,0262 6,33 -06 -1,3

POD = Produit d’Oxydation du Diuron ; QID = Quinone Imine issue du Diuron ; m/zi =

M/Ztheorique ; M/Zexp = M/ Zexperimentale ; tr = temps de rétention
V.1.3.2.3 Voltampérométrie massique : Couplage direct EC-SM

Généralement pour élucider le mécanisme réactionnel lors d’une oxydation/réduction
électrochimique, des expériences mettant en ceuvre une cellule électrochimique en couplage
direct avec un spectrométre de masse sont réalisées. De plus les calculs théoriques sont

souvent effectués pour apporter les arguments complémentaires au mécanisme suggere.

Les résultats de I’expérience EC-SM en ligne permettent de corréler I’intensité d’un
ion m/z donné en fonction du potentiel appliqué a I’¢électrode de travail. L’évolution de cette
intensité nous apporte des informations essentielles sur I’aspect mécanistique et cinétique de
la réaction electrochimique. La figure V.7 ci-dessous montre les voltampeérogrammes
massiques du DIU et de ses produits d'oxydation (PODn), ainsi que les spectres de masse
haute résolution enregistrés a différents temps et potentiels (10 min pour 0,8 V et 12 min pour
1,0 V).
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Figure V. 7: En (a) voltampérogrammes massiques 2D du DIU 0,1 mM et de ses produits
d'oxydation (POD,) dans un mélange eau/acétonitrile (50/50) contenant de [’acétate
d’ammonium 20 mM (v = 2 mV.s), sur électrode de carbone diamant dopé au bore (BDD).
(b,c) : spectres de masse haute résolution enregistrés a différents temps (10 min et 12 min).
Les pics aux m/z 213, 215, 249, 445 et 465 sont présents uniquement en (c).

Comme le montre la figure V.7a, le voltampérogramme massique du m/z 233,0252
associé au pic mono-isotopique du DIU décroit significativement avec 1’augmentation du
potentiel a 1’¢lectrode de travail, confirmant ainsi son oxydation. Cette diminution débute
autour de 0,9 V vs Pd/H> avant d’atteindre un plateau vers 1,1 V vs Pd/H>. Sur cette méme
figure, on note I’apparition de différents produits d’oxydation PODn (autour de 0,9 V vs
Pd/H2) en corrélation avec la diminution d’intensité du signal du DIU, ce qui suggére une

corrélation entre leur formation et I’oxydation électrochimique du DIU. On peut également
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remarquer sur la figure V.7c I'apparition des produits d'oxydation au fur et & mesure que le
temps (potentiel) augmente, contrairement de la figure V.7b ou sont présents uniquement les

pics des solvants et de I'électrolyte support utilisé en électrochimie.

Dans [’état, 1’analyse élémentaire seule ne permet pas de donner une structure
moléculaire fiable pour les produits d’oxydation. Toutefois, la comparaison des compositions
¢lémentaires entre les produits d’oxydation et la molécule meére permet d’orienter
I’identification structurale. De plus, en s’appuyant a la fois sur les analyses CL-SM?HR
tandem avec I’interprétation des différentes fragmentations ainsi que la littérature nous avons

pu élucider la structure chimique de chacun des produits d’oxydation.
V.1.4 ldentification et élucidation structurale des produits d’oxydation du DIU

A ce niveau d'étude il est commode de faire appel a la spectrométrie de masse tandem
(SMSM ou SM?). Cette technique tient une place centrale en chimie analytique et structurale.
A cet effet, I’ensemble des structures chimiques des produits d’oxydation du DIU ont été
élucidées par D’interprétation des spectres de fragmentations SM?HR en accord avec les
compositions élémentaires. Tout en rappelant ici que les expériences CL-SM?HR ont été
réalisées avec une énergie de collision allant de 10 V & 40 V, et/ou & potentiel fixe de 30 V le

cas échéant.

La détermination des structures ainsi que de leurs formations a été rendue possible
grace aux analyses de spectrométrie de masse tandem (SM?HR), par voltampérométrie

massique (EC-SM) et par calculs de mécanique quantique (méthode DFT).
V.1.4.1 Composés aux m/z 215 (POD:) et 213 (POD.) [M+H]*

La différence de composition élémentaire (Am = 17,9661) entre le DIU et le POD:
correspond a la substitution d'un atome de chlore par un groupement hydroxyle (-OH). La
formation de POD; a été confirmée par le profil isotopique (amas isotopique compose de deux
signaux d’intensités respectives 3/1) correspondant a une molécule contenant un seul atome
Chlore. Le spectre SM?HR montre un pic au m/z 72,0453, ce qui correspond au fragment -
C3HsNO provenant de la dissociation induite par collisions de la liaison N-CO de la fonction
urée. Le spectre de masse tandem du composé au m/z 215 est donné a la figure V.8a. La
réaction de dehydrochlorination donne le composé au m/z 213. Ceci conduit probablement a
la formation d'un composé de type quinone-imine comme le montre le spectre SM?HR de la
figure V.8b. La voltampérométrie massique (figure V.7a) montre clairement la formation des

composés POD;: et POD», indiquant que ces deux composés sont formés par une réaction
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électrochimique, et non une simple réaction chimique. Etant donné que les quinones imines
sont des especes intermédiaires hautement réactives qui se forment souvent lors de la
dégradation des xénobiotiques (Madsen et al., 2007 ; Bussy et al., 2013), I'oxydation du DIU
a été réalisée en présence de glutathion pour confirmer I'hypothese de leur formation. La
figure V.8c montre le spectre obtenu apres la dissociation induite par collisions de I'ion m/z
520,12 [M+H]", ainsi que l'attribution des différents fragments observés.
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Figure V. 8: Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation de [’ion observé au m/z
215,06 correspondant au produit d’oxydation POD1 (a) ; de l’'ion observé au m/z 213,05
correspondant au produit d’oxydation POD> (b) et de I'ion observé au m/z 520,12
correspondant au produit d’oxydation QID1 (C).
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Les expériences de SM?HR effectuées sur cet adduit ont permis de valider la structure
proposée pour l'espéce observée au m/z 520,12. En effet, la perte de molécules neutres telles
que la vy-glu-ala-gly (-275), la glycine (-75), la glutamine (-146) ainsi que 1’acide
pyroglutamique (-129) sont des caractéristiques de la fragmentation SM? d’un adduit
glutathion en ionisation positive (Levsen et al., 2005; Ma et al., 2006). L'analyse élémentaire
a montré une excellente concordance entre la masse expérimentale et celle théorique pour le
composé conjugué (Am = -1,2 ppm ; C19H27CINsOsS). La formation de quinone imines lors
de Il'oxydation électrochimique du DIU met en évidence la réactivité de ses produits de
dégradation et souligne une éventuelle toxicité in vivo. En effet, les quinones et les quinones
imines sont connues pour leur forte interaction avec des biomolécules telles que I’ADN ou les

protéines (Bolton et al., 2000, Klopcic et Dolenc, 2019).

Afin d'obtenir des informations complémentaires sur le mécanisme d'oxydation
électrochimique, la voltampérométrie cyclique du DIU a été réalisée en présence de glutathion
apH 7,4 (figure V.9).
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Figure V. 9: Voltampérogrammes cycliques du DIU a 1 mM (a) et 5 mM (b), en absence et en

presence d'un excés de GSH. Conditions opératoires identiques a celles de la figure V.1.

Au regard de la figure V.9, la premiere observation est la modification des courbes
voltampérométriques apres ajout du GSH (oxydation du GSH autour de 0,4 V vs ECS). En
effet, il est connu que lorsqu’une espéce électroactive peut subir une ou plusieurs réactions
chimiques préceédant ou suivant le transfert eélectronique, cela modifie de maniere appréciable
les réponses courant/potentiel obtenues par les techniques voltampéromeétriques (Miomandre
et al., 2014c). De plus, comme on peut le constater a la figure VV.9a, la présence du GSH
conduit & la disparition du pic de réduction Ry précédemment observé a la figure V.1. Pour ce

profil de voltampérométrie cyclique, il apparait qu'en présence d'un excés de GSH,

Thése de Doctorat rédigée par Ranil Clément TONLEU TEMGOUA_2020 88




Chapitre . Reésultals et discussion : Upplications des couplages EC-SM ef EC-CL-SM & la
simudation de la dégvadation envivennementale de quelgue pesticides electreactils

I'nydroxylation est tres faiblement observee, ce qui est en accord avec les interprétations EC-
CL-SM. Ce phénomene est trés bien observé lorsqu’on augmente les concentrations en DIU et
en GSH (figure V.9b). Sur la base de ces résultats, I'apparition du couple redox O2/R1 (figure
V.1) peut étre attribuée aux dérivés DIU hydroxylés oxydés en structure quinone imines, le
groupe hydroxyle étant préferentiellement situé sur le cycle, ce qui facilite la formation de la
structure quinone imine et une ré-aromatisation du cycle. Le mécanisme dans ce cas de figure
peut étre qualifié de mécanisme Electrochimie - Chimie (EC: La réaction chimique de
premier ordre suit le transfert électronique). Ces informations confirment que le GSH piege
rapidement les espéces de DIU oxydées en solution, donnant des formes conjuguées, qui sont

potentiellement oxydables a des potentiels plus positifs que celui du DIU.

Des calculs théoriques DFT ont été effectués afin de localiser et de quantifier les
principaux sites radicalaires et électrophiles, ce dans le but de proposer un mécanisme de
dégradation plausible du DIU. A cet effet, les géométries des espéces étudiées ont été
optimisées a partir de la structure du DIU cristallisé (Pfefer et Boistelle, 1996). En utilisant les
densités électroniques totales calculées sur le DIU oxydé (-2e”, -H*), nous avons obtenu la
fonction f* de Fukui qui révéle deux sites électrophiles (sites d'attaques nucléophiles)
principaux. Il faut rappeler que la fonction de Fukui renseigne sur l'indice d'électrophilicité
locale au sein d'une molécule. La figure V.10a ci-dessous montre les sites d'attaque

nucléophile possible sur la molécule de DIU oxydée, représentés par les indices de Fukui.

@ k 0,15€

0,15¢ @

Figure V. 10: (a) fonction f* de Fukui calculée pour le cation DIU oxydé (-2e7, -H™) et (b)
Densité de spin calculée du radical DIU oxydé (-e, -H™). Les atomes avec les plus grands
lobes orange (bleu ciel) sont plus sujets aux attaques radicalaires (respectivement

nucléophiles).

Comme le montre la figure V.10a, I'atome d'azote li¢ au cycle phényle et I'un des
carbones aromatiques liés au Chlore représentent les sites les plus puissants. Leurs indices

d'électrophilicités condensés en atome sont entre 0,18e et 0,19e. Selon ces résultats, le
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carbone aromatique susmentionné est particulierement sujet a une attaque nucléophile d'une
molécule de solvant telle que I'eau, conduisant ainsi a la substitution de I'atome de Chlore et a
la formation de POD: (schéma V.1). Il faut rappeler que la valeur élevée de 0,19e au niveau
de lI'atome d'azote lié au cycle phényl n'est pas tout aussi significative. Ce site ayant perdu un
proton, cette valeur peut étre justifiée. Expérimentalement ce site n'est pas sujet a une attaque

nucléophile a proprement parler.
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Schéma V. 1: Mécanisme électrochimique de formation de POD; et POD> (QID3).
V.1.4.2 Compose au m/z 249 (POD3) [M+H]*

Il existe une différence de composition élémentaire (Am = 16 Da) entre la molécule de
DIU et le composé POD3, ce qui correspond a I'insertion d'un atome d'Oxygene. La présence
de cet atome d'Oxygeéne est due a I'nydroxylation de lI'une des positions aromatiques, avec
deux isomeres, comme le montre le profil chromatographique (figure V.5). Le spectre
SM2HR de PODjs est donné sur la figure V.11.
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Figure V. 11: Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation de [’ion observé au m/z

249,02 correspondant au produit d’oxydation POD:s.

Le comportement en voltampérométrie massique (figure V.7a) du POD3 fournit des
informations utiles sur le mécanisme d’oxydation électrochimique du DIU. Le processus
d'oxydation n'est pas aussi rapide comme dans le cas des diméres (m/z 445 et 463) (figure
V.7a). Le temps mis a la surface de I'électrode peut engendrer des réactions chimiques et/ou
électrochimiques ultérieures. En effet la présence de fonction phénol sur le squelette de ce
composé rend possible un second processus d’oxydation. Théoriquement, la
déshydrogénation anodique peut étre envisagée, ou le POD3 perd deux atomes d'Hydrogéne
pour former des composés de type les quinones imines, comme dans le cas de certains
principes actifs pharmaceutiques tels que le paracétamol (Lohmann et Karst, 2006),
I'amodiaquine (Johansson et al., 2008), la phénacétine (Nouri-Nigjeh et al., 2011) et le
diclofénac (Faber et al., 2012). On s'attendrait pour POD3z au composé avec un m/z 247,0036
[M+H]* (composé non observé directement). Pour mieux illustrer la formation de la quinone
imine, une expérience supplémentaire a été réalisee en présence d'un exces de GSH. L'analyse
élémentaire a ainsi montré une excellente concordance entre la masse expérimentale et la
masse théorique du composé conjugué (Am = 0,2 ppm ; C19H26CI2NsOgS). La figure V.12 ci-
apres montre le spectre obtenu apres la dissociation de I'ion au m/z 554,09 [M+H]", induit par
collisions au cours de I'expérience, ainsi que l'attribution des différents fragments observés

qui confirment la structure (Levsen et al., 2005).
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Figure V. 12: Spectre SM?HR et attribution apreés fragmentation de [’ion observé au m/z
554,09 [M+H]* correspondant au produit d’oxydation QID>.

Il est a noter que la fonction " de Fukui précédemment calculée pour le cation DIU
déprotoné (-2e7, -H"), révele également des électrophilicités notables pour deux Carbones
aromatiques (figure V.10a), non liés aux atomes de Chlore (les indices d'électrophilicités
condensés en atome sont d'environ 0,15e). Ainsi, les calculs DFT confirment les
hydroxylations au niveau de ces deux atomes de Carbones aromatiques, selon le mécanisme

de formation des composés hydroxylés illustré par le schéma V.2.

H o | | |

Cl N N équilibre Cl N N
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Schéma V. 2: Mécanisme électrochimique de formation de POD3ap et QID2ap.
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V.1.4.3 Composés aux m/z 445 (PODg) et 463 (PODs) [M+H]* : dimeres

L'analyse de la solution de DIU par CL-SMHR apres électrolyse a permis d'identifier
des diméres majoritaires, a savoir deux isomeres correspondant au m/z 445, et cing isomeres
correspondant & m/z 463. Ces dimeres pourraient provenir du couplage d'intermédiaires
réactifs formés par des réactions aux électrodes du DIU et/ou ses produits d'oxydation
monomeres. La détermination de la composition élémentaire et des données collectées a partir
des spectres SM?HR a permis d'identifier des diméres de type DIU-POD; pour le m/z 445 et
DIU-DIU pour le m/z 463. Le nombre important d'isomeres pour ces dimeres suggere la
délocalisation d'électrons célibataires sur les espéces intermédiaires formées par oxydation
électrochimique du DIU. Cependant, sur la base des spectres SM?HR de I'ion au m/z 455, la
présence du fragment au m/z 400 (fragment résultant de la perte du groupement -C2HsN)
suggére que la liaison n'est pas établie entre deux groupes méthyle de fonction urée lors de la
formation des diméres POD4. Quant a I'ion au m/z 463, les spectres SM?HR des isoméres
montrent deux pics aux m/z 417 et 373 (juste pour certains isomeres), qui correspondent aux
fragments résultant de la perte d'un groupement -C2HgN, et de deux groupement -CoHeN
respectivement. On peut donc envisager que les diméres PODs se forment sans établir de
liaisons avec les deux groupes méthyles des fonctions urée. Tous ces résultats ont été
appuyés par les calculs DFT sur la molécule de DIU oxydé (-e,, -H¥), qui ont permis la
localisation de I'électron célibataire (figure V.10b). En effet, la probabilité de trouver
I'électron célibataire est particulierement élevée au niveau de lI'atome d'azote lié au cycle
phényle et de trois des Carbones aromatiques, dont un lié au Chlore. Par conséquent, I'atome
d'azote lié au cycle phényle (densité de spin atomique de 0,56€) est particulierement sujet aux
attaques radicalaires impliquées dans la formation de dimeres. Outre les diméres mentionnés
ci-dessus, d'autres structures dimeres et triméres ont été observées, principalement dans des
solutions basique et neutre, & l'instar de ceux avec les m/z 487 et 693 [M+H]*. Etant donné
que la formation de structures diméres est largement accrue par une concentration elevée en
analyte, il est peu probable d’observer la dimérisation du DIU lors de la dégradation dans
I’environnement. Par conséquent, la présence de dimeres a été constatée lors de I'oxydation
électrochimique du DIU mais leur élucidation structurelle ne représente pas un intérét
significatif.

Bien que les radicaux soient connus pour leurs instabilités élevées et leurs attaques
non sélectives, a partir des densités de spin précédemment calculées du DUI oxydé (figure

V.10b), nous pouvons attribuer la formation de dimeres principalement a I'atome d'azote lié
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au cycle phényle et aux deux Carbones aromatiques. Toute attaque impliquant le Carbone
aromatique portant un atome de Chlore étant peu probable en raison d'un transfert
intramoléculaire défavorable des atomes de Chlore, par rapport a celui des hydrogenes libérés
par la rupture de la liaison Carbone-Hydrogene. A ce jour, seul le dimere 463 (avec deux
isoméres obtenus par réarrangement de Fries) a été rapporté dans la littérature par Macounova
et collaborateurs (Macounova et al., 1998) lors de I'oxydation anodique du diuron assistee par

ultrasons.

La voltampérométrie massique (figure V.7a) montre clairement que ces deux
composés ne se forment pas au méme potentiel d'oxydation, ce qui justifie la formation
Iégerement plus rapide d'homodimeéres (DIU-DIU), puis celle d'hétérodimeéres (DIU-POD;)
par la suite. De plus, on peut observer sur les voltammogrammes massiques la formation de
ces dimeres a des potentiels plus faibles que d'autres POD. Les radicaux formés a la surface
de [I'électrode diffusent immeédiatement vers la solution et se dimérisent, ceci avec
l'augmentation du potentiel d'oxydation. A ce niveau, on peut conclure qu'aprés déprotonation
de DIU, le mécanisme DIM (ou EC2) est celui qui prédomine (le transfert d'électrons est suivi

d'une réaction de second ordre).
V.1.4.4 Compose au m/z 161,99 (DCA) [M+H]*

Il est connu de la littérature que la N-déméthylation successive du DIU suivie d'une
hydrolyse conduit a la formation du DCA, un compose tres toxique (Sgrensen et al., 2003;
Giacomazzi et Cochet, 2004). Nous avons effectué I'électrolyse de DIU a différents pH et
nous avons recherché ce métabolite de chimio-dégradation. Au cours de ces travaux, la
réaction d'hydrolyse conduisant au DCA a été mimée, bien qu'elle n'ait pas conduit a des
proportions significatives de ce métabolite bien connu du DIU. La variation du pH a mis en
évidence la formation de ce composé majoritairement en milieu acide, comme indiqué a la
figure V.13. L'hydrolyse du DIU, qui est une réaction chimique, et non électrochimique, est
donc plus favorable en milieu acide, la géneration d'especes réactives lors de I'électrolyse
pouvant catalyser cette réaction. Laudien et collaborateurs ont déja rapporté le mécanisme
d'hydrolyse chimique des phénylurées en milieux basiques (Laudien et al., 2001a) et acides
(Laudien et al., 2001Db).
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Figure V. 13: Profils chromatographiques du composé au m/z 161,98 (DCA) a différents pH.

V.1.4 Dégradation électrochimique vs dégradation environnementale (biotique et

abiotique)

Dans les sols et les milieux aquatiques, I'nerbicide DIU peut étre transfor

mé en

produits de dégradation ou méme étre completement minéralisé via des processus abiotiques

(photo-décomposition) (Tixier et al., 2001; Giacomazzi et Cochet, 2004; Hussain et al.,

et biotiques (microbiens, bactériens, fongiques... etc.) (Sgrensen et al., 2003; Badawi
2009; Ellegaard-Jensen et al., 2013; Sgrensen et al., 2013; Ellegaard-Jensen et al.,
2015). Les analyses CL-SMHR d'un échantillon de DIU

électrochimiguement ont permis de mettre en évidence la formation de différents prod

Hussain et al.,

dégradation. Certains sont communs a ceux observés lors de la dégradation

2015)
et al.,
2014;
oxydé
uits de

dans

I'environnement, et d'autres sont nouvellement observes lors de ces travaux. La figure V.14

montre les principales espéces obtenues lors des dégradations du DIU. QID1, QIDa2ap et

I'nétérodimere de m/z 444 ont été observés pour la premiere fois au cours de cette étude.
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Dégradation électrochimique Dégradation environnementale
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Figure V. 14: Comparaison entre la dégradation électrochimique et environnementale du
DIU.

DCPMU : dichlorophénylméthylurée ; DCPU : dichlorophénylurée ;
CPDMU : chlorophényldiméthylurée ; CHPDMU : chlorohydroxyphényldiméthylurée ;

DCHPDMU : dichlorohydroxyphényldiméthylurée ; DCA : Dichloroaniline.
V.1.5 Voies de dégradation du DIU apres oxydation électrochimique

Les techniques EC-SM et EC-CL-SM ont permis au cours de cette étude de proposer
un mécanisme de dégradation électrochimique de I'herbicide DIU. Le schéma V.3 illustre ce
mécanisme. Deux autres produits de dégradation bien connus, a savoir le DCPMU et le
DCPU n'ont pas été observés lors de cette étude. Bussy et collaborateurs (Bussy et al, 2013)
ont rapportés lors de leurs études sur deux PB-bloquants (acébutolol et alprénolol) que
I'électrochimie pouvait mimer les réactions de N-désalkylation a condition qu'elles ont lieux a
un potentiel d'oxydation inférieur aux autres réactions pouvant se produire sur la molécule.
Dans notre cas, la déhydrochlorination (ou hydrodéchlorination) et la déchlorination
hydrolytique sont les réactions prédominantes, ce qui pourrai ainsi expliquer I'absence de la
réaction de N-désalkylation. A notre connaissance, aucune étude sur le comportement
électrochimique des phénylurées ne fait état de la N-déméthylation de la fonction urée, en
dehors des méthodes de POA (Procédés d'Oxydation Avancées) telles que I'électro-Fenton
(Oturan et al., 2008 ; Oturan et al., 2011 ; Khongthon et al., 2016), qui produisent des

radicaux hydroxyles hautement réactifs, favorisant ainsi des attaques non ciblées.
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6= déhydrochlorination ou hydrodéchlorination.

Schéma V. 3: Mécanisme de dégradation électrochimique du DIU.

Les produits d'oxydation ainsi obtenus sont nommeés :

DCA : 3,4-dichloroaniline ;

DOP: : N-(3-chloro-4-hydroxyphényl)-N’,N’-diméthylurée;

DOP2 (QIDz1) : N-(N’,N’-diméthylformamide)-3-chloro-p-benzoquinone imine ;
DOP3a : N-(3,4-dichloro-2-hydroxyphényl)-N’,N’-diméthylurée;

DOP3b : N-(4,5-dichloro-2-hydroxyphényl)-N’,N’-diméthylurée;

QID2a : N-(N’,N’-diméthylformamide)-3,4-dichloro-o0-benzoquinone imine ;
QID2b : N-(N’,N’-diméthylformamide)-4,5-dichloro-o-benzoquinone imine.

Conclusion partielle

Le mécanisme d'oxydation électrochimique du diuron (DIU) a été élucidé pour mieux
illustrer et comprendre la capacité des techniques basées sur I'électrochimie a simuler la
dégradation environnementale des pesticides. La complémentarité des techniques

électroanalytiques hybrides (EC-CL-SM et EC-SM) a ameliore la résolution des mécanismes
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oxydatifs complexes des produits agrochimiques, susceptibles de se produire in vivo ou dans
I'environnement. La possibilité de générer les produits d'oxydation par voie électrochimique
(en particulier les intermédiaires hautement réactifs) a partir d'une matrice simple facilite
I'élucidation structurelle par SM?HR par rapport aux matrices biologiques ou
environnementales. Les mécanismes d'oxydation intéressants du DIU ont été la déchlorination
hydrolytique (substitution -CI/-OH), la déhydrochlorination et I'nydroxylation aromatique, qui
ont a cet effet conduit a la formation de quinone imines (espéces hautement réactives vis-a-vis
des réactifs nucléophiles) qui sont généralement associées a une toxicité in vivo. A notre
connaissance, aucune étude n'a encore rapporté la formation d'espece réactive telle qu'une
quinone imine au cours du métabolisme du DIU. Nous pouvons affirmer que la conjonction
des résultats issus des techniques EC-CL-SM et EC-SM permet d’identifier des métabolites

de phase I et 1l (en absence et en présence de GSH) du DIU mais non de maniére exhaustive.

Dans la suite de ce travail, nous tendons de simuler le mécanisme général de
dégradation des herbicides de la famille des phénylurées. Cela s'est fait en étudiant sept autres

pesticides de la méme famille.
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V.2 Dégradation environnementale et identification des produits de
transformation de quelque herbicides phénylurées par couplages EC-CL-

SM-DFT : Tendance générale

Découvertes dans les années 1950, les phénylurées ont des propriétés herbicides. La
variété des substituants introduits dans leur structure permet d’obtenir des produits sélectifs.
Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi huit herbicides phénylurées. Le premier groupe
est constitué d'herbicides N,N-diméthylés et varient par la nature des substituants du cycle :
fénuron (non substitué), monuron (1 CI substitué), diuron (2 CI substitués), isoproturon (1
groupement isopropyle, -CsH7 substitué), chlortoluron (1 Cl et 1 -CHs substitués) et le
métoxuron (1 Cl et 1 -OCHzs substitués). Le deuxiéme groupe (herbicides N-Méthoxy-N-
méthylés) quant a lui est constitué de monolinuron (1 CI substitué) et de linuron (2 ClI
substitué), qui possedent tous deux une fonction méthoxyle (-OCHz) en bout de chaine. Les
structures de ces différents herbicides sont données au schéma V.4 ci-dessous.

Fénuron (FENU) Monuron (MONU) Diuron (DIU)
H o H | H o
N\H/N\ N\H/N\ of N\H/N\
3 [ 1y
i © cl °
Isoproturon (ISO) Chlortoluron (CHLORTO) M¢étoxuron (METOX)
H o |
H H
N\H/N\ Cl N\H/N\ Cl N\H/N\
0]
I j o} oji) O
I
Monolinuron (MONO) Linuron (LINU)
H | H o

N N Cl N N.
\O e}
/©/ \([)f | Ij \g/ |
Cl Cl

Schéma V. 4: Structures des herbicides phénylurées étudiés (le squelette en bleu est commun

a toutes le structures).

Dans cette partie, I'objectif est d'identifier pour chacun de ces herbicides, les produits
de dégradation stables et instables, et de proposer un mécanisme général de dégradation
électrochimique des herbicides phénylurées. La voltampérométrie cyclique a permis d'étudier
le comportement redox de ces herbicides. Les couplages entre une cellule électrochimique, un

spectrométre de masse et/ou un chromatographe (EC-SM et EC-CL-SM) a permis la
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préparation, la séparation, la détection, 1’identification et 1’observation en fonction du temps

des produits de degradation formés a 1’¢électrode de travail. De plus les calculs théoriques a
travers la méthode DFT ont permis d'identifier les différents sites d'attaques nucléophiles de
chaque produit d'oxydation, facilitant ainsi I'élucidation structurale des molécules. Il est a
rappeler que I'étude approfondie menée sur le diuron, DIU (partie V.1) donne un nombre
considérable d'informations pouvant aider a conclure sur la dégradation oxydative des

composés en "uron” (herbicides phénylurées).

V.2.1 Etude par voltampérométrie cycligue du comportement électrochimique de

différents herbicides

Dans un premier temps, le comportement redox de ces herbicides a été étudié par
voltamperométrie cyclique sur une électrode de travail en carbone vitreux. L'ensemble des

voltammogrammes obtenus est donné a la figure V.15.
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Figure V. 15: Voltammogrammes cycliques de 1 mM de différents herbicides phénylurées
(FENU, MONU, DIU, 1SO, CHLORTO, METOX, MONO et LINU); dans H.O/MeCN 50:50
avec 0,1 M d'acétate d'ammonium pH 7,4, vitesse de balayage 50 mV/s.

Les voltampérogrammes cycliques représentés a la figure V.15 mettent en évidence le
caractere electroactif de tous ces herbicides. MONU, DIU, 1SO, METOX et MONO ont
qguasiment le méme comportement électrochimique au wvu de l'allure de leurs
voltammogrammes. Tout comme nous lI'avons décrit dans la premiére partie lors des travaux
sur le DIU, il apparait deux pics d'oxydation O; et O, et un pic de réduction R:. En effet, au
cours du premier cycle de balayage de potentiel, un pic seul d’oxydation O1 est observe.
Durant le balayage retour du premier cycle, il apparait un pic de réduction Ry qui est associé a
un deuxiéme pic d’oxydation O2 qui apparait au cours du deuxiéme cycle de balayage. O2/R1
constitue donc un systeme redox quasi-réversible attribué a la formation d’une entité

chimique aprés 1’oxydation irréversible de ces différentes molécules herbicides.
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Les voltammogrammes du CHLORTO et du LINU présentent un seul pic d'oxydation

Os, preuve du caractere irréversible de ces derniers. Quant au FENU, son comportement
électrochimique est tout a fait particulier et différent de tous les autres. En effet, la réponse
électrochimique du FENU a la surface de I'électrode de carbone vitreux a donné lieu a un pic
anodique O1 bien défini au premier balayage. Le balayage retour a ensuite entrainé
I'apparition de deux pics cathodiques Ri1 et Rz2. Au cours du second balayage, il est apparu
deux pics anodiques O et Os. Les pics O et Rz sont lies et constituent de ce fait un systéme
redox quasi-réversible. Os/Ry constitue quant a lui un systéme redox réversible au vu de
I'écart de potentiel. L'étude par voltampérométrie cyclique du comportement redox de ces
herbicides a également été effectuée en présence d'un exces de glutathion, ce dans I'optique de
piéger les intermédiaires hautement réactifs (quinones et quinone imines par exemple) si
existantes, ou encore de confirmer la présence de certains composés hydroxylés difficiles a
observer directement. Le piégeage de ces intermédiaires confirmerait ainsi la formation des

quinones imines lors de la dégradation électrochimique de cette famille de composés.

La connaissance des courbes i = f(E) a une électrode donnée relatives aux
comportements redox de ces herbicides a permis de déterminer le potentiel d'électrolyse (1,0
V vs ECS pour FENU, MONU, DIU, ISO et CHLORTO ; 0,8 V vs ECS pour METOX ; 1,15
V vs ECS pour MONO et LINU). Aprés la synthese électrochimique par électrolyse a
potentiel controlé, des techniques analytiques telles que la chromatographie liquide (CL) et la
spectrométrie de masse (SM), via notamment le couplage CL-SM, ont permis d'identifier les

différents produits de dégradations électrochimiques.
V.2.2 ldentification des produits de dégradation : Composition élémentaire

L'électrolyse des différentes solutions d'herbicides (1 mM ; pH 7,4) a été effectuée
pendant 6 h et l'analyse de solutions oxydées par CL-SMHR a permis d'identifier les
différents produits de dégradation genérés électrochimiquement. L’identification structurale a
été réalisée par I’obtention de leurs compositions élémentaires sur les pics mono-isotopiques.
Le tableau V.2 résume l'essentiel des especes identifiées apres oxydation électrochimique de
ces herbicides. Les masses exactes ainsi que les erreurs sur ces masses, les temps de rétention,
les formules brutes et les transformations chimiques associées a chacun de ces produits de

dégradation y sont rapportés. Nous appellerons POH, (POH = Produit d'Oxydation de

I'Herbicide ; neN") les produits d'oxydation formés. Nous aurons donc a cet effet POF,
(FENU), POMu, (MONU), POD, (DIU), POIl, (ISO), POC, (CHLORTO), POMxn
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(METOX), POMon (MONO) et POL (LINU). De la méme maniére, les adduits au GSH des
quinone imines ont été nommeés AGQIHn (AGQIH = Adduit au Glutathion de la Quinone

Imine issue de I'Herbicide ; neN"). Il est important de rappeler ici que nous ne nous
intéresseront pas aux structures dimeres et/ou triméres dans cette partie d'étude. Comme nous
I'avons souligné dans la premiere partie des résultats sur I'étude du DIU (partie 1.V), la
formation de ce type de structures est largement accrue par une concentration élevée en
analyte, et il est peu probable d’observer la dimérisation/trimérisation lors de la dégradation
dans I’environnement. Par conséquent leur élucidation structurelle ne représente pas un intérét
significatif pour notre étude. Aussi nous décrivons dans le cadre de cette étude uniquement les
produits d'oxydation électrochimique, et en fonction de I'observation aisée ou pas des
intermédiaires réactifs, nous présenterons les structures des composés hydroxylés, des
quinones imines (QIH) et/ou des adduits au GSH (AGQIH) des produits d'oxydation. Les
produits de dégradation obtenus par réactions chimiques (hydrolyse chimique par exemple) ne
sont pas mis en exergue dans cette partie du travail, I'objectif étant de simuler la dégradation

électrochimique, réactions initiées par un transfert d'électrons.

Tableau V. 2: Produits de dégradation détectés, avec leurs masses exactes, temps de

rétention, erreurs, formules moléculaires et transformations chimiques.

M/l M/Zep tr A A Formule brute Transformations
Composés  (Da) (Da) mz mz S
i mDa m M+HT* Chimiques
[M+H]"  [M+H]' (min) (mDa) (ppm) [ 1 q
FENU 1651028 1651024 269 -04  -24  CoHiN,O Parent
POF, 181,0977 1810962 1,92 -15  -83  CoHisN:O; ;ﬁ%gﬁgt”g'on
POF : :
’ 1790821 1790805 217 -16 -89  CoHuN:O; Egr;ydroge“at'on du
(QIF) 1
POF; 197,0926 197,0903 2,14 -23  -11,7 CoH13N203 ;ﬁ%gﬁ’fg'on
AGQIF 4861659 4861652 148 07  -14  CoHuNsOgS Conjugaison
MONU 1990638 1990652 350 14 70  CoHwnCIN,O  Parent
Déchlorination
POMu; 1810977 1810991 191 14 77  CoHisN.O; o
ydrolytique
POMu, Déhydrochlorination
1790821 1790821 216 00 00  CoHuN.O;
(QIMu,)
POMUus 2150587 2150599 258 12 56  CoHixCIN,O, ;ﬁzgﬁgﬁ;'on
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AGQIMu 520,1269 520,1272 2,22 0,3 0,6 C19H27CINsOsS ~ Conjugaison
DIU 233,0248 233,0252 4,12 04 1,7 CoH11CI:NO Parent
Déchlorination
POD; 215,0587 215,05690 2,60 0,3 1,4 CoH12CIN20O; )
hydrolytique
POD, Déhydrochlorination
213,0431 213,0432 281 01 0,5 CoH10CIN20;
(QIDy)
AGQID; 520,1260 520,1263 4,3 -0,6 -1,2  CigHx~CINsOsS  Conjugaison
hydroxylation
POD3 249,0198 249,0205 2,96 0,7 2,8 CoH11CI;N202 Aromatigue
AGQID; 554,0876 554,0880 2,73 0,1 0,2 C19H26CI2N50sS  Conjugaison
ISO 207,1497 207,1486 4,10 -1,1 -5,3  CiHiN:O Parent
PO, 181,0977 181,0954 192 -2;3 -12,7  CoH13N20; Substitution
(-C3H7/ +OH)
POI; 223,1447 223,1435 324 -1.2 54  Ci2HisN20O; hydroxylation
Aromatique
POI3(QIly)  221,1290 221,1276 361 -14 -6,3  Ci2Hi7/N20O; Déhydrogenation du
POI,
POl 205,1341 205,1327 6,32 -14 -6,8 C12H17N20O Elimination
POls 223,1447 223,1443 265 -04 -1,8  Ci2HisN2O, hydroxylation de
carbone alkyle
AGQIl; 528,2128 528,2133 2,61 05 0,9 C22H34N508S Conjugaison
CHLORTO 213,0795 213,0797 3,93 0,2 0,9 C10H14CIN2O Parent
Démethylation
POC: 215,0587 215,0611 258 24 11,2 CyH1,CIN2O; ]
hydrolytique
hydroxylation
POC; 229,0744 229,0753 2,60 0,9 3,9 C10H14CIN2O> Aromatigue
POCs 211,0638 211,0642 4,68 04 19 C10H12CIN2O  Elimination
hydroxylation de
POC4 229,0744 229,0764 3,81 2,0 8,7 C10H14CIN202 carbone alkyle
AGQIC; 534,1425 534,1428 2,62 0,3 0,6 C20H29CINsOsS ~ Conjugaison
METOX 229,0744 229,0750 3,34 0,6 2,6 C10H14CIN,O,  Parent
Déméthoxylation
POMXx, 215,0589 215,0592 260 0,5 2,3 CoH12CIN20; )
hydrolytique
POMX; Déhydro-
(QIMx1) 213,0431 213,0433 281 05 2,3 CoH10CIN20; méthoxylation
AGQIMX; 520,1269 520,1263 2,39 -0,6 -1,2 Ci19H27CINsOsS  Conjugaison
POMXxs 2450693 2450698 294 05 20  CuHuCIN,O, Ydroxylation

Aromatique
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AGQIMX; 550,1375 550,1384 2,49 0,9 1,6 CaH29CINsOsS  Conjugaison
MONO 215,0587 215,0591 4,12 04 1,9 CyH12CIN,O; Parent
Déchlorination
POMo; 197,0926 197,0929 2,44 0,3 15 CoH13N203 ]
hydrolytique
AGQIMo; 502,1608 502,1609 2,23 0,1 0,2 Ci19H28CINsOgS  Conjugaison
POMos 231,0536 2310533 318 -03  -13  GCoHuCIN,O,  droxylation
Aromatique
AGQIMo; 536,1218 536,1215 2,54 -0,3 -0,6 Ci19H27CINsOgS  Conjugaison
LINU 249,0198 249,0183 4,7 -1,5 -6,0 CyH1:CILN20O; Parent
Déchlorination
POL; 231,0636 231,0524 3,06 -1,2 -5,2 CoH12CIN,O3 )
hydrolytique
AGQIL; 570,0828 570,0824 3,01 -04 -0,7 Ci19H26CINsOS  Conjugaison

POD = Produit d’Oxydation de I'Herbicide ; AGQIH = Adduit au Glutathion de la Quinone
Imine issue de I'Herbicide ; QID = Quinone Imine issue de I'Herbicide ; m/zis = M/Ztneorique ;

M/Zexp = M/ Zexperimentale ; trR = temps de rétention
V.2.3 ldentification des produits de dégradation : Elucidation structurale

L'élucidation structurale a été rendue possible grace aux analyses CL-SMHR et par
calculs de mécanique quantique (DFT). A cet effet, les calculs DFT ont été effectués afin de
localiser et de quantifier les sites électrophiles (sites d'attaques nucléophiles). La géométrie
des espéces étudiées a été optimisée a partir des structures des herbicides cristallisés. En
utilisant les densités électroniques totales calculées sur les cations oxydés (-2e-, -H*), nous
avons obtenu la fonction f* de Fukui qui révéle les sites électrophiles principaux. Il faut
rappeler ici que la fonction de Fukui renseigne sur l'indice d'électrophilicité locale au sein
d'une molécule. La figure V.16 ci-dessous montre les sites d'attaques nucléophiles possibles

sur différentes molécules herbicides, représentés par les indices de Fukui.
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Fénuron Monuron

Q

0,16e
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Chlortoluron

Monolinuron Linuron

Figure V. 16: Fonctions f* de Fukui calculées pour différents herbicides phénylurées
déprotoné (-2e7, -H"). Les atomes avec les plus grands lobes violette sont plus sujets aux

attaques nucléophiles.
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Comme le montre la figure V.16, la fonction f* de Fukui calculée pour les cations
déprotonés de ces herbicides révele des électrophilicités notables beaucoup plus au niveau de
trois Carbones aromatiques. Les valeurs des indices condensés en atome sont situees entre
0,11e et 0,25e. Les calculs DFT soutiennent donc I'hydroxylation notable au niveau de ces
atomes de Carbone aromatiques. Il est a noter que les grandes valeurs des indices
d'électrophilicités (entre 0,17e et 0,20e) au niveau des atomes d'azote liés aux cycles ne sont
pas tout a fait significatives et ne seront pas pris en compte dans le cas des réactions
électrochimiques. En effet ces atomes ont perdu leurs protons lors de la formation des cations,
ce qui pourrait expliquer ces valeurs élevées. En fait tout site qui se verra privé d'un proton

aura théoriguement un indice condensé en atome élevé.

Le schéma V.5 récapitule les différents produits d'oxydation formés (ceux étant
observés directement, et éventuellement ceux issus des adduits) au cours de la dégradation
électrochimique de ces herbicides. Evidement I'élucidation structurale a été appuyée par les
calculs DFT. Il est a noter que certains produits d'oxydation possedent plusieurs isomeres
(isomeres de position de fonction), nous ne représenterons que les majoritaires, ce moyennant
les valeurs des indices condensés en atome calculées. Les spectres SM?HR de différents
produits d'oxydation sont donnés en annexe de ce document (figures A-1 a A-8).

Fénuron POF, POF,(QIF) POF;
i 0 N TR
O o o

@ © HO ° 9 ° HO ©
Monuron POMu, POMu,(QIMu) POMu;
H A K N T HA
ot oyt oYyt ot
Cl © HO © 0] ° Cl ©
Diuron POD, POD,(QID,) POD;

Cl H lll Cl H lll Cl N lll Cl L H lll
I j O D/ O :'Z)/ o :©/
Cl HO @) Cl °
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Schéma V. 5: Structures des différents herbicides phénylurées ainsi que leurs principaux

produits d'oxydation.
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Comme observé au schéma V.5, les principaux produits d'oxydation sont les composés

hydroxylés (substitutions et additions) et les quinones imines instables, certains sont
directement observés et d'autres sont piégés par le GSH. Cependant, I'absence de quinone
imines est constatée pour les herbicides CHLORTO et LINU. Les résultats de la
voltampérométrie cyclique (figure V.15e,h) de ces deux herbicides ne présentent pas les pics
de réduction, leurs systéemes sont irréversibles. L'absence de formation de quinone imines lors

de I'oxydation électrochimique de ces dernieres est donc justifiée, selon ces résultats.

V.2.4 Meécanisme général de dégradation électrochimique des herbicides

phénylurées

Dans cette étude, nous avons clairement observé que la plupart des transformations
électrochimiques (réactions initiées par un transfert d'électrons) finissent par se produire sur le
cycle aprés délocalisation de la charge de sur ce dernier. Afin de s'assurer que les produits de
transformation sont réellement générés par I'électrochimie, la voltampérométrie massique
(EC-SM en ligne) a éte réalisée sur quelgues herbicides modeles (FENU, DIU, ISO et LINU).
Généralement, pour élucider le mécanisme réactionnel lors d'une oxydation/réduction
électrochimique, une expérience utilisant une cellule électrochimique directement couplée au
spectromeétre de masse est réalisée. Les résultats des expériences EC-SM en ligne permettent
de corréler l'intensité d'un ion m/z donné en fonction du potentiel appliqué a I'électrode de
travail. L'évolution de cette intensité nous donne des informations essentielles sur I'aspect
mécanistique et cinétique de la réaction électrochimique. La figure V.17 montre les
voltammogrammes massiques de quatre herbicides ainsi que leurs produits d'oxydation

électrochimique (POHn).
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Figure V. 17: Voltammogrammes massiques 2D de quatre herbicides phénylurées (FENU,
DIU, ISO et LINU) et leurs produits d'oxydation (POHn) dans un mélange eau/acétonitrile
(50/50) contenant de I'acétate d'ammonium a 20 mM. Le balayage de potentiel se fait de 0,0 V
a2V vs Pd/H> a la vitesse de balayage de 2 mV/s.

Comme le montre la figure V.17, le voltammogramme massique du pic mono-
isotopique m/z de chacun des herbicides (FENU, DIU, I1SO et LINU) diminue
considérablement autour de 0,9 V vs Pd/H., et ce avec l'augmentation du potentiel a
I'électrode de travail, confirmant ainsi leur oxydation. Sur ces mémes figures, on remarque
I'apparition de différents produits d'oxydation (POF1, POF,, POFs, PODy, POD,, POls, POIy,
POIs, POls4, POL1) en corrélation avec la baisse des intensités du signal de ces herbicides
phénylurées, ce qui suggere une corrélation entre leur formation et [l'oxydation
électrochimique de tels herbicides. Il est également a remarquer que deux COmpOsés
d'oxydation, a savoir POFsz (pour FENU) et POls (pour ISO) obtenus par des reactions
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d'élimination ont le méme comportement en voltampérométrie massique. Ce comportement
semblable traduirait alors le méme type de réaction d'oxydation. Le mécanisme d'oxydation
électrochimique proposé pour les herbicides phénylurées est donné par le schéma V.6 ci-

dessous.

-R4y =-H ou -Cl ou -C3H; ou -CH3 ou -OCHj;
H | @ H | @ OH |

R, N _N. R N. N
HO © Ry, +H;0 | g, 0 +H,0 0

POH,

-R; =-H ou -ClI

@ +2¢, +2H" -2¢’, -2H* @>’/\e\ [e) -R3 = -CH3 ou -OCH3 R
2" X

H
N N
T 2 ~
G ooy
-
\ & R OH
poss
o o +2¢7, +2H*| -2e7, -2H+@

QL
O ‘ ‘

R, N _N.
POH = Produit d'Oxydation de 1'Herbicide Rz:ij//NTN\Rg et/ou ;CE Y Ra
(0]
O R O

i
QI = Quinone Imine Ri QL QI

1 = Substitutions -Cl/+OH ou -C3H7/+0OH ou -CH3/+0OH ou -OCH3/+0H ;

2 = Déhydrochlorination ou déhydrométhylation ou déhydrométhoxylation ;

3 =5 Déshydrogénation / hydrogénation ; 4 = hydroxylation aromatique.

Schéma V. 6: Meécanisme général de dégradation électrochimique des herbicides

phénylurées.

On peut identifier sur le schéma V.6, quatre principaux mécanismes de dégradation
électrochimique des herbicides phénylurées, tous se produisant sur le cycle phényl. 1l convient
de noter que les réactions de dimérisation et d'hydrolyse chimique ont également été mimées,
comme dans le cas de la simulation de la dégradation électrochimique de I'herbicide diuron
(Temgoua et al., 2020). Toutefois, aucune réaction sur la chaine latérale n'a été mimée par
I'électrochimie. Ces réactions sont potentiellement des réactions initiées par le transfert d'un
atome d'hydrogéne (HAT, Hydrogen Atom Transfer). Jusqu'ici, l'outil électrochimique a
montré son incapacité a mimer ce type de réaction (Bussy et al., 2015; Hofmann et al., 2011).
Les molecules ne subissent pas une hydrolyse au niveau du premier atome d'azote N (atome
d'azote lié au cycle phényle) en raison de I'absence d'atome d'hydrogéne en position alpha

(Bussy et Boujtita, 2014). Le deuxiéme atome d'azote N (azote en bout de chaine) pourrait
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étre désalkylé par EC, mais probablement en concurrence avec d'autres réactions qui se

produisent a un potentiel d'oxydation plus faible (Bussy et al., 2013). Le verrou pourrait étre

levé en utilisant les électrodes modifiées par exemple.

Plus intéressant, I'nerbicide 1SO contenant un substituant alkyle sur le cycle
aromatique peut subir une réaction d'élimination aprés oxydation électrochimique pour
générer POl4 et POIs (schéma V.7a). En effet, aprés I'oxydation, la charge positive peut étre
localisée au niveau du groupement isopropyl contenant le Carbone aromatique, conférant
ainsi un caractere acide élevé au proton en position alpha. Ce mécanisme peut étre étendu a
d'autres cycles aromatiques alkylés comme CHLORTO, entrainant la formation des
métabolites POCs et POC4 (schéma V.7b). On peut également mettre en évidence une double
hydroxylation de I'herbicide FENU (schéma V.7c). Cette double hydroxylation est en accord

avec les résultats obtenus par la voltampérométrie cyclique de la figure \V.15.

@ I@ IL@ N N

N N
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1 = Oxydation pour former un cation ;

ZT

2 = Réaction d'élimination du proton en position alfa de charge positive ;

3 = Hydroxylation par attaque nucléophile de H-O.

Schéma V. 7: Mécanisme de génération électrochimique de (a) POls et POls ; (b) POCs et
POC; et (c) POF; et POFs.
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De plus, les intermédiaires POls et POC4 résultant de la réaction d'élimination peuvent

réagir pour former des composés de désalkylation hydrolytiqgues (POIl1 et POC;,
respectivement, schéma V.8a). Nous pensons que ces intermédiaires hydroxylés peuvent a
nouveau s'oxyder pour donner des espéces di-hydroxylées qui forcent la réaction de
désalkylation en éliminant les fragments sous forme d'acétone (pour 1SO) ou de formaldéhyde
(pour CHLORTO). Cette espece devient par la suite suffisamment stable comme le montrent
les voltammogrammes massiques 2D de la figure V.17. Sur cette figure, on voit bien que
I'intensité de POl augmente tandis que celle de POIls diminue au cours du balayage de
potentiel d'oxydation, ce qui signifie qu'une suroxydation de cet intermédiaire génére des

produits de désalkylation via le mécanisme proposé au schéma V.8a.

Dans le cas de METOX, le processus de déméthoxylation est causé apres une
oxydation primaire, car I'némiacétal formé aprés l'attaque de I'eau subit une dégradation en

éliminant le formaldéhyde (schéma V.8b)

R
X N H o
\n/ \-2e', H* X /N\H/N\ Hzo X /N\H/N\ X N N\
R o —. I — I 42 bl
® (0]
HO HO HOT OH HO
R R R
X=H, R=Me POI; (a) espéce dihydroxylée X=H, POL
X=ClL,R=H POC, X =Cl, POC,

© OH HO
METHOX S/ POMx,
proton acide espece hémiacétal
(b)

1 = oxydation pour former un cation ;
2 = Hydroxylation par attaque nucléophile de H2O ;
3 = Réaction d'élimination de I'acétone (R = Me) ou du formaldéhyde (R = H).

Schéma V. 8: a) Mécanisme de désalkylation hydrolytique d'ISO et de CHLORTO :
génération de POI; et POC;. b) Mécanisme de déméthoxylation hydrolytique de METOX :

géneration de POMXx;.
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V.2.5 Dégradation électrochimique vs dégradation environnementale des

herbicides phénylurées

Les voies de transformations métaboliques des herbicides phénylurées ont été
proposées dans la revue de Sgrensen et coauteurs (Sgrensen et al., 2003). Dans le méme ordre
d'idées, Hussain et collaborateurs (Hussain et al., 2015) ont présenté dans un article de
synthese un apercu des processus abiotiques et biotiques régissant le devenir environnemental
des herbicides phénylurées aprés leur application dans les champs agricoles. Plus
précisément, ils ont mis en évidence le r6le central de la biodégradation dans I'atténuation
naturelle des pesticides dans les sols agricoles. Les progres récents dans les aspects
microbiens de leur dégradation sur le terrain ainsi que dans les cultures pures ont été
présentés, y compris les voies métaboliques, les processus et les facteurs qui contrdlent la
biodégradation des herbicides phénylurées.

Les voies métaboliques des différents herbicides phénylurées se sont révélées avoir
des similitudes, deux processus étant observées: (i) le métabolisme des herbicides phénylurées
substituées par N,N-diméthylurée se produit généralement par des réactions successives de N-
déméthylation; (ii) Le métabolisme des phénylurées substituées par N-méthoxy-N-méthylurée
se produit soit par des réactions de N-déméthylation, soit de N-déméthoxylation (Pascal-
Lorber et al., 2010). Dans presque tous les herbicides phénylurées étudiés, ces étapes de
dégradation initiales sont suivies d'une hydrolyse de la chaine latérale de I'urée, entrainant la
formation des métabolites d'aniline correspondants, qui pourraient étre métabolisés davantage
(Serensen et al., 2003). Le schéma suivant est celui généralement rencontré lors de la

dégradation environnementale de cette famille d'herbicides (schéma V.9).

-Ry=-Hou-Clou -C3H7
ou -CH3 ou -OCH3

H o H H N
R, N. _N. @ R, N_ _N. @ R, N_ _NH, @ R, NH,
Y R TR L, =
—_—
Ry R4 Ri Ri
-R, = -H ou -ClI N-déméthylation ou H
o _ ydrolyse de la
-R; = -CHj3 ou -OCHj,4 @ N-déméthylation N-déméthoxylation @ chaine latérale de

l'urée
Schéma V. 9: Mécanisme général de dégradation environnementale des herbicides

phénylurées.

Le mécanisme du schéma V.9 généralement rencontré n'a pas été mimé dans cette

étude par électrochimie. Les autres types de mécanismes illustrés dans cette étude, mis a part
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ceux conduisant & la formation de quinone imines et quinone méthines, sont communs aux
deux types de dégradation : électrochimique et environnementale. L'électrochimie (EC) ne
simule pas tout type de réactions, mais grace a des études comme celles-ci, il est possible de
bien comprendre les mécanismes de réaction mis en jeu et de prédire quels métabolites se
formeront. Comprendre ce que l'outil EC peut faire et ne peut pas faire est plus important
qu'un outil qui peut tout faire de maniére incohérente. Il ressort que tous ces herbicides ont éte
transformés par des réactions de substitution/désalkylation hydrolytique, d'hydroxylation
aromatique, de déshydrochloration, de déshydrométhylation, de déshydrométhoxylation, de
déshydrogeénation et d'hydrogénation. Plus important encore, le métabolisme de ces herbicides
semble avoir été initié par transfert d'électron seul (SET, Single Electron Transfer) a partir du

groupe -NH-.

Pour mieux comprendre et étudier la capacité de I'électrochimie a mimer les réactions
de dégradations environnementales, la suite de ce travail a porté sur I'étude cette fois ci d'un
fongicide de la famille des carbamates et des benzimidazoles. Le composé modele choisit est

la carbendazime (CBZ), un fongicide tres utilisé pour les cultures céréalieres et fruitiéres.
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V.3 Comportement électrochimique, identification des produits générés et
elucidation du mécanisme de dégradation de la Carbendazime (CBZ) par
EC-CL-SM et EC-SM

V.3.1 Comportement redox de la CBZ

Le comportement redox de la CBZ a d'abord été étudié par voltampérométrie cyclique

sur une électrode de travail en carbone vitreux (figure V.18a).

12 1 a 4 CBZ_Cycle 1
fffff Electrolyte 01 @ 80 ——pH3,5 (b)
104 ——CBZ1mM_cycle1 704 ——pH7,4
—— CBZ 1 mM_cycle 2 60 pH 10
8 .
504
6 .
< < 404
= 2
= 44 — 301
2 20
04 e/ 10 A
O_
21 R2 Ry 10— ' Ros FfZN RinRoa  Ria '
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 -0,2 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E vs ECS/V E vs ECS/V

Figure V. 18: (a) Voltammogrammes cycliques de 1 mM de CBZ dans H.O/MeCN 50:50 avec
0,1 M d'acétate d'ammonium pH 7,4, vitesse de balayage 50 mV/s, et (b) voltampérogrammes

cycliques de 1 mM de CBZ a différents pH.

La réponse électrochimique de la CBZ sur la surface de I'électrode de carbone vitreux
a donné lieu a un pic anodique bien défini a un potentiel d'environ 0,8 V vs ECS au premier
balayage, le balayage retour a ensuite entrainé l'apparition de deux pics cathodiques a des
potentiels proches de 0,5 V et 0,3 V respectivement, avec des intensités beaucoup plus faibles.
Au cours du second balayage, un second pic anodique est apparu a un potentiel proche de 0,3
V et ayant une intensité beaucoup plus faible que ceux des signaux observés précédemment.
Les pics O et Ry sont donc liés, ce qui suggere un systéme redox quasi-réversible. Le couple
réversible O2/Rz, situé a des potentiels moins positifs que la molécule mere (O1/R1),
correspond au systeme redox d'une molécule plus facilement oxydable que la CBZ. Un
comportement électrochimique similaire de la CBZ a déja été rapporté dans la littérature
(Ashrafi et al., 2012 ; Teadoum et al., 2016). Des expériences supplémentaires ont été
réalisées en milieu acide et basique, le méme comportement a été observé, sauf en milieu

basique ou le pic Ry est absent. Il convient de noter que I'augmentation du pH (figure V.18b) a
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entrainé le déplacement des pics de potentiel d'oxydation et de réduction vers les valeurs plus
basses, indiquant que la réaction d'oxydation électrochimique de la CBZ est dépendante du
pH. Cette dépendance suggere que le mécanisme d'oxydation de la CBZ implique une étape
de protonation. Elle peut étre attribuée a la présence d'atomes d'azote au niveau de la molécule
de CBZ (Ribeiro et al., 2011).

Des informations complémentaires sur le schéma/mécanisme d'oxydation

électrochimique du fongicide CBZ seront obtenues lors des analyses EC-SM et EC-CL-SM.
V.3.2 ldentification des produits de dégradation de la CBZ

L'électrolyse de la CBZ a été effectuée comme décrit dans le chapitre IV, partie
méthodes. L'analyse de solutions oxydées de CBZ a différents pH (3,5 ; 7,4 et 10) par CL-
SMHR a permis d'identifier six produits de dégradation stables. Comme nous I'avons souligné
plus haut sur I'étude de la dégradation électrochimique de I'herbicide diuron, le pH n'a
d'influence que sur l'intensité des ions, et non sur la production/génération de nouvelles
entités. Tous les travaux d'élucidation structurelle ont été effectués apres oxydation de la CBZ
a pH neutre. Les masses exactes, les temps de rétention, les erreurs et les formules brutes
associees a chacun de ces produits de dégradation sont rassemblés dans le tableau V.3. Nous
appellerons PDC, (PDC = Produit de Dégradation de la Carbendazime ; neN") les produits
formés. Les résultats CL-SMHR, CL-SM?HR et EC-SM ont indiqué la présence d'isocyanate
de benzimidazole (PDCy, m/z 160), de 2-aminobenzimidazole (PDC>, m/z 134), d'hydroxy-2-
aminobenzimidazole (PDCs, m/z 150), d'hydroxycarbendazime (PDCs, m/z 208), de
monocarbométhoxyguanidine (PDCs, m/z 118) et environ cing isomeres du dimere majoritaire
(PDCs, m/z 381).

Il faut cependant préciser que les formules brutes des produits d'oxydation ont été
confirmeées par SMHR. Les différences entre les m/z théorique et expérimental étaient de 1,6
mDa ou moins suggerant une bonne concordance entre la composition proposée pour les
formules des produits de transformation de la CBZ et les m/z observés. L'erreur sur le m/z
théorique et expérimental a été exprimée par rapport a la moyenne m/z. Dans ce cas, les
structures de produits de degradation plus petites (par exemple PDC; et PDCs) conduisent
intrinséquement a un Am; plus élevé, bien que tous les m/z aient été déterminés avec une

précision similaire.
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Tableau V. 3: Produits de dégradation de la CBZ détectés, avec leurs masses exactes, temps

de rétention, erreurs, formules moléculaires et transformations chimiques.

Composés  m/Zcaic M/ Zexp tr Amiz Amz  Formules Transformations
(Da) (Da) (min) (mDa) (ppm) brutes Chimiques
[M+H]*  [M+H]* [M+H]
CBz 192,0773 192,0764 1,96 -0,9 -4,7  CoH1oN3O2  Parent
PDC: 160,0511 160,0518 1,96 0,7 4.4 CsHsN3O Elimination du
MeOH
PDC: 134,0718 134,0702 1,42 -16 -11,9  C7HgN3 Hydrolyse
PDC3 150,0667 150,0657 2,02 -1,0 -6,7  C7HgN3O Hydroxylation  de
PDC:>
PDC4 208,0722 208,0720 1,74 -0,2 -1,0  CoH10N30O3  Hydroxylation
PDCs 118,0617 118,0603 0,42 -1/4 -10,1 C3HsN3O2
PDCs 381,1311 381,1298 2,87 -1,3 -3,4 C1sH17NsO4 Dimirisation

PDC = Produit de Deégradation de la Carbendazime; m/zieo = M/Zthéorique; M/Zexp =

M/Zexpérimentale ; tR = temps de rétention.

L'objectif n'étant pas de dégrader la CBZ jusqu'a minéralisation, mais plut6t de
produire et d'identifier ses principaux produits de dégradation (stables et instables) et de
proposer un mécanisme de dégradation électrochimique. Une durée de 6 h est appropriée pour
générer suffisamment de produits de dégradation oxydative de la CBZ. La suite du travail est
consacrée a la description de chaque produit de dégradation, ainsi que les adduits associés a

ces produits.
V.3.2.1 Formation des composes PDC1, PDC: et PDC3

Les composés PDC; et PDC> sont des produits de dégradation de la CBZ qui sont
formés avant I'électrolyse, car ils sont présents dans la solution analysée par CL-SMHR a to (E
= 0 V vs ECS). La grande pureté du pesticide utilisé ne nous permet pas d'attribuer ces
produits de dégradation aux impuretés. Un test de pureté a éte réalisé a cet effet sur
chromatographie sur couche mince de gel de silice, en utilisant un mélange de
dichlorométhane-éthanol (1:1) comme éluant, et les résultats concernant la pureté ont été
concluants. Ces produits de dégradation pourraient donc se former, soit par des réactions
chimiques telles que I'hydrolyse (PDC), soit par ionisation au sein de la source electrospray

du spectrometre de masse (PDC1, méme temps de rétention que CBZ).
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Au temps de rétention tr = 1,96 min, le spectre masse a montré un pic d'ion mono-

isotopique protoné au m/z 192 (CBZ) et un fragment ionique caractéristique au m/z 160
(PDC,). Ce fragment est attribué au pic moléculaire qui se forme aprés la perte du CH3OH,

donnant une fonction isocyanate (schéma V.10).

N Eliminati N
@ \>—N imination \>—N=C:O
N

cez H g - MeOH PDC, :

Schéma V. 10: Mécanisme chimique de la formation de PDC;.

PDC; se forme probablement dans la source electrospray du spectrométre de masse,
étant donné son temps de rétention identique a celui de la CBZ. L'analyse par EC-SM montre
que PDC; et CBZ ont le méme comportement en voltampérométrie massique. La figure V.19
montre que les voltammogrammes massiques des composés aux m/z 192 et 160 diminuent
(autour de 0,85 V vs Pd/H,) avec l'augmentation du potentiel a I'électrode de travail,
confirmant ainsi leur présence avant I'électrolyse, mais aussi leur dégradation
électrochimique. On peut également noter a la figure V.19 la faible conversion
électrochimique de la CBZ (~30%). Cela pourrait donner des informations sur la persistance
environnementale de la CBZ. Il est connu que la CBZ est un fongicide récalcitrant dans
I'environnement en raison de son cycle benzimidazole qui résiste a la dégradation (Singh et
al., 2016). Les techniques EC-SM et EC-CL-SM pourraient alors étre utilisées comme
techniques de prédiction de la persistance des produits chimiques/polluants dans
I'environnement, ce sur la base du potentiel d'oxydation/réduction, de la conversion
électrochimique et méme du temps d'électrolyse (potentiel d'oxydation/réduction élevé/faible,

faible conversion électrochimique et temps d'électrolyse élevés pour les plus persistants).
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Figure V. 19: Voltampérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDC; dans un
mélange eau/acétonitrile (50/50) contenant de I’acétate d’ammonium 20 mM. Le balayage de
potentiel se fait de 0,0 V a 2 V vs Pd/H; a la vitesse de 2 mV.s%. L'électrode de travail est du
carbone diamant dopé au bore (BDD).

Les résultats obtenus montrent que la CBZ s'hydrolyse partiellement en milieu aqueux
pour former du 2-AB (PDC>). Son temps de rétention (tr = 1,42 min) est différent de celui de
la CBZ (tr = 1,96 min), ce qui suggere que ce dernier ne se forme pas dans la source
d'ionisation. La dégradation semble étre déclenchée par une attaque initiale de la molécule
d'eau au niveau de la liaison ester carbamique, pour ainsi libérer de I'hnydrogénocarbonate de
méthyle (C2H403). L'injection d'un standard analytique de 2-AB et les données de SM?HR
(figure V.20a) ont confirmé la présence de PDC, en tant que produit de dégradation
électrochimique de la CBZ.
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Figure V. 20: (a) Spectres SM?HR et attribution apreés fragmentation de l’ion observé au m/z
134,07 correspondant au produit PDC; et (b) de [’ion observé au m/z 150,07 correspondant
au produit d’oxydation PDC,.
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Le produit de dégradation PDC, étant électroactif (figure V.21), son produit de

dégradation électrochimique trouvé a été PDCs (composé resultant de I'hydroxylation
aromatique du PDCo, schéma V.11). L'obtention des données de SM?HR (figure V.20b) et la

composition élémentaire sur le pic mono isotopique permet d'attribuer PDCs a la forme

hydroxylée de PDCo.
14
2-AB (PDC,)
121 o
——Cycle 1 1
104 ——cycle 2
8_
< 6
3
= 44
2 i
O_
-2
-4 T RZ| T Rl T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E vs ECS/V

Figure V. 21: Voltammogrammes cycliques de 1 mM de PDC: (2-AB) dans H.O/MeCN 50:50

avec 0,1 M d'acétate d'ammonium pH 7,4, vitesse de balayage 50 mV/s.

R = C,H;0,
NO H | Hydrolyse N 2e, H* N
[ [ S—N-R |20 \>_NH — —_— S—NH
2 H NH =—m—— 2
N>_ \ +H20 >= Equilibre N
cpz H -CH,0, PDCZH prototroplque PDC; H

Schéma V. 11: Mécanisme chimique de la formation de PDC, et son oxydation

électrochimique pour former PDCs.

Bien que le comportement électrochimique de PDC; soit assez intéressant (figure
V.21), nous ne nous sommes pas intéressés a I'étude de sa dégradation oxydative lors de ces
travaux. Notre objectif étant principalement axé sur la recherche des produits de dégradation
résultant directement de la molécule de CBZ, aussi nous pouvons ajouter la tres faible

utilisation (industrie, agriculture...etc.) du produit PDCo.
V.3.2.2 Formation du composé PDCs : dimére

L'analyse de la solution de la CBZ par CL-SMHR aprés électrolyse a permis
d'identifier environ cing isomeres correspondant au m/z 381. Ces diméres proviennent du

couplage d'intermédiaires réactifs formés lors de la réaction d'oxydation de la CBZ. La
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formation de dimeres dépend de la présence de radicaux et de ce fait confirme que les
réactions sont initiées par transfert d'un électron seul (SET, Single Electron Transfer). La
détermination de la composition élémentaire et des données collectées a partir des spectres
SM?HR a permis d'identifier le dimére de type CBZ-CBZ. La voltampérométrie massique
(figure V.22a) montre que le dimere CBZ-CBZ se forme a un potentiel plus faible que les
autres PDC. Les radicaux formés a la surface de I'électrode diffusent immédiatement vers la
solution pour se dimériser, ceci avec l'augmentation du potentiel d'oxydation. Nous pouvons
émettre I'hypothése qu'aprés déprotonation de la CBZ, le mécanisme EC2 est celui qui
prédomine (le transfert d'électrons est suivi d'une réaction de second ordre). En accord avec
les données SM?HR (figure V.22b) et les travaux de la littérature (Hernandez et al., 1996) sur
I'oxydation de la CBZ. Nous avons donc propose la structure de la figure V.22b comme celle

prédominante pour le dimere CBZ-CBZ.
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Figure V. 22: (a) Voltampérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDCes.
Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Spectres SM?HR et attribution aprés

fragmentation de [’ion observé au m/z 381,13 correspondant au produit PDCs.
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Dans I'optique de confirmer la structure du dimére CBZ-CBZ predominant, des calculs

DFT ont été effectués afin de localiser et de quantifier les principaux sites réactifs du radical
CBZ déprotoné (-e, -H™). La géométrie des especes étudiées a été optimisée a partir de la
structure de la CBZ cristallisé (code SEDZUWO1 dans la "Cambridge Structural Database",
version 5.40). En utilisant les densités d'électrons a et §, nous avons obtenu la densité de spin
qui nous permet de localiser I'électron unique dans le radical CBZ déprotoné, comme indiqué
a la figure V.23a. La probabilité de trouver I'électron célibataire est particulierement élevee
sur l'atome d'azote déprotoné (densité de spin atomique de 0,25e), et a un autre atome d'azote
et deux Carbones aromatiques (densités de spin atomiques entre 0,21e et 0,24e). Par
conséquent, l'atome d'azote déprotoné est particulierement puissant pour les attaques
radicalaires impliquées dans la formation des dimeéres, soutenant ainsi la structure proposée de
la figure V.22b.

Figure V. 23: (a) Densité de spin calculée du radical CBZ déprotoné (-e-, -H™) et (b) fonction
f* de Fukui calculée pour le cation CBZ déprotoné (-2e7, -H™). Les atomes avec les plus
grands lobes vert (violet) sont plus sujets aux attaques radicalaires (respectivement

nucléophiles), le site le plus important étant différencié par son indice calculé.
V.3.2.3 Formation du composé PDCa4

Les réactions chimiques les plus importantes qui se produisent lors du métabolisme de
la CBZ sont I'nydrolyse et I'nydroxylation. Dans cette étude, lI'espéce chimique au m/z 208
(PDCy4) a été détectée comme un produit de degradation oxydative de la CBZ. Le composé
PDC4 est formé par insertion d'un atome d'Oxygene. Sur la base du spectre de fragmentation
SM?HR (figure V.24) et conformément & la littérature (Jia et al., 2003), PDCq a été attribuée a

I'espece hydroxylée aromatique.

Etant donné que I'objectif de ce travail était d'identifier les produits d'oxydation et de
proposer un mécanisme plausible de dégradation électrochimique de la CBZ, des calculs DFT
ont également été effectués afin de localiser et de quantifier les sites électrophiles. En utilisant

les densités électroniques totales calculées sur le cation CBZ oxydé (-2e7, -H™), nous avons
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obtenu la fonction f* de Fukui qui révele quatre sites électrophiles principaux. Comme le
montre la figure V.23b, la fonction f* de Fukui calculée pour le cation CBZ déprotoné révele
des électrophilicités notables pour deux Carbones aromatiques, le plus grand indice condensé
en atome (0,15e) étant pour celui portant un atome d'Hydrogéne. De plus, il est plus aisé de
fixer le groupe hydroxyle sur ce Carbone aromatique car il sera facile de récupérer
I'aromaticité de la molécule lors de cette fixation. Par conséquent, les calculs DFT soutiennent
I'nydroxylation notable au niveau de cet atome de Carbone aromatique, selon le mécanisme de

formation du composé hydroxylé propose au schéma V.12,
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Figure V. 24: Spectre SM?HR et attribution apreés fragmentation de [’ion observé au m/z

208,07 correspondant au produit d'oxydation PDCa.
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Schéma V. 12: Mécanisme électrochimique de formation de PDCs et de la quinone imine
Q.
Le comportement en voltampérométrie massique (figure V.25a) de PDC,4 fournit des

informations utiles sur le mécanisme d’oxydation électrochimique de la CBZ. En effet, la

présence de fonction phénol dans la structure de ce compose engendre un deuxieme processus
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d'oxydation, ce qui peut conduire éventuellement a la formation d'un intermédiaire réactif.
Afin d'obtenir des informations complémentaires sur le schéma d'oxydation électrochimique,
la voltampéromeétrie cyclique (figure V.25b), la voltampérométrie massique (figure V.27a) et
I'électrolyse potentielle controlée (t = 2 h et t = 4 h si nécessaire) de la CBZ ont été réalisée en
présence du glutathion. Un temps d'électrolyse élevé n'est pas nécessaire car I'idée est juste de

piéger les espéces intermédiaires réactives lors de la dégradation électrochimique de la CBZ.

1007 1 GSH 1 mM_cycle 1 (b)
——CBZ 0,1 mM _cycle 1
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Figure V. 25: (a) Voltampeérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDCas.
Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Voltampérogrammes cycliques de la
CBZ a 0,1 mM, en absence et en présence d'un exces de GSH. Conditions opératoires

identiques a celles de la figure V.1. La fleche montre le pic anodique de I'adduit au GSH.

Comme on peut le constater a la figure V.25a, le voltampérogramme massique du
composé au m/z 192 associé au pic mono-isotopique de la CBZ diminue de maniére
significative (autour de 0,85 V vs Pd/H) avec l'augmentation du potentiel a I'électrode de
travail, confirmant ainsi son oxydation électrochimique. L'apparition du produit d'oxydation
PDC. en corrélation avec la baisse de l'intensiteé du signal de la CBZ suggére une corrélation
entre sa formation et I'oxydation de cette derniére. Toutefois, nous n'avons pas pu déterminer
avec exactitude la nature du pic qui se forme autour de 0,75 V. Ce pic peut étre attribué a la
formation d'un intermédiaire réactif, ou encore il est tout simplement un artefact di a la

manipulation, probablement un dysfonctionnement spontané du pousse-seringue utilisé.

En présence de GSH (figure V.25b), les pics de réduction Ry et R> précédemment
observés a la figure V.18 disparaissent progressivement avec l'augmentation de la
concentration du GSH. Ces pics disparaissent presque complétement en présence d'un exces
de GSH (concentration du GSH dix fois celle de la CBZ). 1l apparait donc qu'en présence d'un

exceés de GSH, I'hydroxylation est tres faiblement observé, ce qui est en accord avec les
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interprétations EC-CL-SM. Sur la base de ces résultats, I'apparition du couple redox O2/R>
(figure V.18) peut étre attribuée au dérivé de la CBZ hydroxylée et oxydée en structure
quinone imine (schéma V.12), le groupe hydroxyle étant situé préferentiellement sur le cycle,
ce qui faciliterait la formation de la structure quinone imine aprés ré-aromatisation. L'analyse
de la composition élémentaire montre une excellente concordance entre la masse
expérimentale et la masse théorique du composé conjugué (Am = 1,6 ppm ; C19H2sNsO9S). La
figure V.26 montre le spectre SM?HR obtenu aprés la dissociation de I'ion au m/z 513,14
[M+H]*, induit par collision au cours de I'expérience, ainsi que l'attribution des différents
fragments observés qui confirment la structure de la quinone imine. Ces informations
confirment que le GSH piége rapidement les especes de CBZ oxydées en solution, donnant
des formes conjuguées, qui sont potentiellement oxydables a des potentiels plus positifs que
ce dernier, probablement les ions nitrenium.
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Figure V. 26: Spectre SM2HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z
513,1414 [M+H]" correspondant a I'adduit au GSH de la quinone imine (QI).

La figure V.26 montre des pertes de molécules neutres de y-glu-ala-gly (-274), de
glycine (-75), de glutamine (-145) et d'acide pyroglutamique (-130). Ces pertes sont
caractéristiques des fragmentations SMSM des adduits au glutathion en mode d'ionisation

positive (Levsen et al., 2005 ; Ma et al., 2006).

Fait intéressant, lors de l'augmentation de la concentration en GSH, un nouveau pic

qui est marqué par une fleche a la figure V.25b apparait a un potentiel plus positif que O
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(0,86 V vs ECS). Ce pic correspondrait probablement a I'oxydation d'un adduit thiolé de la
CBZ identifié par EC-SM en ligne. O1/R1 (figure V.18) pourrait alors étre attribuée a
I'oxydation quasi-réversible de la CBZ pour donner un cation nitrenium (Am = -1,6 ppm ;
C19H25N60sS). La figure V.27 ci-dessous montre les voltammogrammes massiques des ions
aux m/z 513,14 et 497,14 [M+H]", ainsi que les spectres de masse haute résolution enregistrés
a différents temps (7,5 min pour 0,7 V et 11,80 min pour 1,1 V).
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Figure V. 27: (a) Voltampérogrammes massiques 2D correspondants aux ions aux m/z
513,14 et 497,14 [M+H]*. Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Spectres
SMHR enregistrés a différents potentiels d'oxydations (0,7 V et 1,1 V).

Comme observeé a la figure V.27a, lorsque le potentiel augmente, on note l'apparition
de deux nouveaux signaux aux m/z 513,14 et 497,14 [M+H]". Ces signaux sont absents
lorsque I'expérience est réalisée en I'absence de GSH. Cette observation confirme la formation
des produits de conjugaison associés aux structures de quinone imine (schéma V.12) et de
cation nitrenium (schéma V.13). Une observation similaire a eté faite par Van Leeuven et
coauteurs (Van Leeuven et al., 2005) lors de leur étude sur la prédiction du métabolisme de la
clozapine par couplage EC-SM en ligne. Ainsi pour confirmer davantage la présence de l'ion
nitrenium au cours de ce travail, une électrolyse a potentiel contr6lé de la CBZ a été réalisée
en présence du GSH a un potentiel fixé a 0,75 V vs ECS. La figure V.28 montre le spectre
SM?HR obtenu aprés la dissociation de I'ion au m/z 497,14 [M+H]*, induite par collisions au
cours de I'expérience, ainsi que l'attribution des différents fragments observés qui confirment
la structure de I'adduit au GSH de I'ion nitrenium. Il convient de noter que cet adduit n'a pas
été observé lorsque I'électrolyse a été effectuée au-dessus de 0,85 V vs ECS. On peut donc

conclure que I'électrolyse a potentiel élevé conduirait a la dégradation du cation nitrenium,
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conformément a la figure V.25b.

R= C2H302
N H Electrode +GSH
@E S>—N-R| ——— §‘—N R ~—> >:N R———> @E >=N-R
N -2¢’, -H* Conjugation
cpz H H H

Cation nitrenium

Schéma V. 13: Mécanisme électrochimique de la formation du cation nitrenium et de I'adduit
au GSH.
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Figure V. 28: Spectre de fragmentation SM2HR et attribution apreés fragmentation de [’ion
observé au m/z 497,1475 [M+H]" correspondant a I'adduit au GSH du cation nitrenium.

La formation du cation nitrenium a été confirmée par les calculs DFT sur le cation de
CBZ oxydé (-2e,, -H"), car la fonction f* de Fukui précédemment calculée révéle des
électrophilicités notables pour deux atomes d'azote (figure V.23b). Les indices condensés en
atomes sont de 0,15e pour celui du groupe carbamate et de 0,12e pour celui du cycle
benzimidazole. Nous avons choisi de former I'adduit a partir de I'azote situe sur le cycle, mais

la possibilité de se former a partir de I'atome d'azote du groupe carbamate n'est pas exclue.

Toutes les informations ci-dessus confirment que le GSH piége rapidement les espéces
de CBZ oxydées en solution, résultant en des formes conjuguées. La formation de quinone
imine et d'ion nitrenium lors de lI'oxydation électrochimique de la CBZ met en évidence la
réactivité de ses produits de dégradation et la possibilité d'une toxicité in vivo. En effet, les

quinones, les quinones imines, l'ion nitrenium, les époxydes, les oxydes d'aréne et les
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halogénures d'alkyle sont connus pour leur forte interaction avec des biomolécules telles que
I'ADN ou les protéines (Enoch et al., 2010, 2011).

V.3.2.4 Formation du composé PDCs

PDCs a montré un pic d'ion moléculaire au m/z 118 [M+H]*, un fragment de pic au
m/z 86 (qui correspond a la perte du fragment -OCHz) et un autre au m/z 101 (qui correspond
a la perte du fragment —NH). Le temps de rétention court (0,42 min) est compatible avec la
polarité de ce produit et les fragments de pics aux m/z 86 et 101 sont en accord avec la
structure envisagée. Le spectre SM?HR de PDCs est donné dans la figure V.29. Abdou et
coauteurs (Abdou et al., 1985) ont proposé un mécanisme avec les espéces radicalaires ou bi-
radicalaires issues du clivage du cycle benzimidazole, générant une molécule de benzéne. La
possibilité de formation de PDCs par I'nydrolyse de la quinone imine n'est pas exclue, a

condition que I'oxydation ultérieure ait lieu.
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Figure V. 29: Spectre SM2HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z
118,06 correspondant au produit d'oxydation PDCs.

V.3.2 Dégradation électrochimique vs dégradation environnementale de la CBZ

L'utilisation intensive en agriculture et en foresterie facilitent I'entrée de la CBZ dans
les systémes aquatiques, les sols et les aliments. La CBZ peut étre transformée en métabolites
ou méme étre complétement minéralisée grace a une gamme de processus abiotiques
(photolytiques, Fenton) (Abdou et al., 1985 ; Panadés et al., 2000 ; Mazellier et al., 2002 ;
Boudina et al., 2003 ; Yang et al., 2017 ; Da Costa et al., 2019) et biotiques (microbiens,
bactériens, fongiques... etc.) (Jia et al., 2003 ; Jing-Liang et al., 2006 ; Singh et al., 2016 ;
Wang et al., 2010 ; Bai et al., 2017 ; Lei et al., 2017). Les analyses par couplages EC-CL-SM
et EC-SM ont permis de mettre en évidence la formation de produits de dégradation de la
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CBZ. Certains sont communs a ceux observés lors de la dégradation de I'environnement, et
d'autres ont été recemment observés lors de ces travaux. La figure V.30 montre les principaux
produits de transformation obtenus lors des dégradations de la CBZ. La quinone imine et I'ion

nitrenium ont été observés pour la premiére fois dans cette étude.

Figure V. 30: Comparaison entre la dégradation électrochimique, chimique et

environnementale de la CBZ.
V.3.3 Voies de dégradation proposees pour la CBZ

L'électrochimie en combinaison avec des techniques analytiques telles que la
spectrométrie de masse a permis au cours de cette étude de proposer un mécanisme de

dégradation du fongicide CBZ. Le schéma V.14 illustre ce mécanisme.
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Schéma V. 14: Mécanisme de dégradation chimique et électrochimique de la CBZ.
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Conclusion partielle

Gréace a l'association EC-SM en ligne et EC-CL-SM hors ligne, nous avons simulé la
dégradation environnementale du fongicide CBZ. La génération et l'identification des
principaux métabolites des phases I et 1l a illustré un certain mimétisme avec les microsomes
hépatiques, et de ce fait a permis de confirmer de nombreuses données issues de la littérature
concernant la dégradation environnementale de la CBZ. Les réactions chimiques les plus
importantes qui se produisent lors du métabolisme de la CBZ sont I'hydrolyse et
I'nydroxylation. Lors du couplage direct EC-SM en présence du GSH, le spectre de masse
montre un pic correspondant & un intermediaire & courte demi-vie qui est particulierement
difficile a mettre en évidence : le cation nitrenium. Cette espece trés réactive vis-a-vis des
fonctions thiol des petites molécules et protéines, est tres régulierement tenue pour
responsable principale de la toxicité de diverses molécules. La voltampérométrie cyclique
effectuée sur la CBZ en présence de glutathion suggére la formation distincte du cation
nitrenium et d'une nouvelle espéce facilement électro-réduite, a savoir une structure quinone
imine. L'ajout du GSH entraine la disparition des pics de réduction de la CBZ. Ce
comportement en voltampérométrie cyclique corrobore les interprétations résultant des

mesures par couplage EC-CL-SM.
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Conclusion generale

Le présent travail était focalise sur la mise en exergue de I'efficience de la mise en
ceuvre des techniques hybrides associant 1’électrochimie (EC) aux performances analytiques
de la chromatographie liquide (CL) et/ou de la spectrométrie de masse (SM) (couplages EC-
CL-SM et EC-SM). Notre champ d'investigation s'est plus spécifiquement focalisé sur deux
familles de pesticides, celle des herbicides phénylurées (Diuron, DIU et dérivés de la méme
famille) et celle des fongicides carbamates (carbendazime, CBZ). Les informations fournies
par ces couplages, jointes aux résultats des mesures par voltampérométrie cyclique sur
électrodes solides, ainsi que ceux des calculs théoriques DFT, ont permis une bonne

compréhension mécanistique du devenir oxydatif de substances agrochimiques étudiées.

La premiére partie a permis de mettre en avant les capacités du couplage entre
I’électrochimie et la spectrométrie de masse pour élucider le mécanisme de dégradation par
voie électrochimique du diuron (DIU). Dans un premier temps, la voltampérométrie cyclique
du DIU a mis en avant le caractere électroactif de cet herbicide et a permis d'identifier les
différents pics d'oxydation et de réduction. Par la suite, la génération par voie électrochimique
de ces produits d’oxydation a partir d’une matrice simple (solvant et électrolyte support) a
facilité¢ I’élucidation structurale par CL-SMHR et CL-SM?HR. Les mécanismes d'oxydation
intéressants du DIU ont été la déchlorination hydrolytique (substitution -Cl/-OH), la
déhydrochlorination et I'hydroxylation aromatique. Les réactions de dimérisation et
d'hydrolyse chimique ont été également mimées. Les quinones immines distinctement
déterminées sont des especes hautement réactives vis-a-vis des réactifs nucléophiles. Leurs
formations suggérent des voies d’explication de la toxicité connue du diuron. Cette étude a
donc permis de faire un pas supplémentaire vers la capacit¢ de simulation de 1’outil

électrochimique.

Une étude génerale sur les herbicides de la famille des phénylurées a été faite dans la
deuxiéme partie. En plus du diuron, sept autres herbicides (fénuron, monuron, isoproturon,
chlortoluron, métoxuron, monolinuron, linuron) ont fait I'objet d'études pour la simulation des
dégradations environnementales. Le couplage entre une cellule électrochimique, un
chromatogramme et un spectrometre de masse (EC-LC-SM) a permis la préparation, la
séparation, la détection, 1’identification et 1I’observation en fonction du temps des produits de
dégradation formés a 1’¢électrode de travail. De plus les calculs théoriques a travers la méthode

DFT ont permis d'identifier et quantifier les différents sites d'attaques nucléophiles de chaque
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molécule herbicide, facilitant ainsi I'élucidation structurale des produits d'oxydation. A I'issue
de cette étude, quatre mécanismes principaux de dégradation électrochimique ont pu étre
identifiés. Il s'agit entre autres des réactions de substitutions (-CI/+OH ; -C3H7/+OH ; -
CHs/+OH ; -OCHz/+OH), de déhydrochlorination /  déhydrométhylation /
déhydrométhoxylation, de déshydrogénation et d'hydroxylation aromatique. A noter que

toutes ces réactions se sont déroulées au niveau de cycle aromatique.

En dernier point, les couplages EC-CL-SM et EC-SM ont permis d’élucider cette fois
ci le comportement redox de la carbendazime (CBZ), un fongicide. La voltampérométrie
cyclique d’un échantillon de CBZ a mis en avant son caractere électroactif. Apres électrolyse
a potentiel contrélé, les analyses CL-SMHR et CL-SM?HR ont permis d’identifier six entités
issues de I’oxydation électrochimique de la CBZ, a savoir I'isocyanate de benzimidazole, le 2-
aminobenzimidazole, I'nydroxy-2-aminobenzimidazole, I'nydroxycarbendazime, la
monocarbométhoxyguanidine et environ cing isomeres du dimére majoritaire. Dans l'optique
de confirmer 1’aspect mécanistique de 1’oxydation électrochimique de la CBZ, le couplage
direct EC-SM a été utilisé. Ce couplage a permis d’observer en ligne 1’influence du potentiel
appliqué a I’électrode de travail sur les différentes espéces. De plus, ceci a rendu possible
I’observation d’espéces réactives a tres courte durée de vie (quinone imine et ion nitrenium).
Les performances des couplages EC-CL-SM et EC-SM pour élucider a la fois les structures et
les mécanismes mis en ceuvre lors de 1’oxydation électrochimique de la CBZ ont donc été
démontrées. L’outil électrochimique a également démontré son intérét pour simuler le devenir
environnemental de ce fongicide. En effet, 1’observation de nombreux métabolites communs

aux différentes voies en est le parfait exemple.

Dans I'ensemble, les résultats de cette étude ont démontré que I'oxydation
électrochimique couplée aux méthodes analytiques (CL et SM) et théoriques (DFT), est
capable de révéler les groupements réactifs dans les molécules biologiquement actives, et de
fournir des informations précieuses sur les intermédiaires formés lors de la transformation
métabolique. La qualité, la reproductibilitt et la similarité avec les dégradations
environnementales des résultats générés par EC-CL-SM suggérent que cette technique est un
outil de prédiction/simulation a fort potentiel. Au-dela de I'élucidation de I'oxydation
électrochimique de ces pesticides, ce travail ouvre la voie & I'étude des mécanismes
d'oxydation d'autres composés structurellement apparentés et d'autres composes bioactifs. La
méthode présentée pourrait également s'étendre a la synthése des normes de produits de

transformation et comme référence pour I'étude de ces pesticides, ainsi que les résidus de
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leurs produits de transformation dans des échantillons réels. Elle pourra également permettre
la synthése d'especes intermédiaires en quantité suffisante, notamment pour la réalisation
d'analyses structurales ou encore les tests pharmacologiques et/ou toxicologiques. Cette étude
a donc demontré que les techniques électrochimiques couplées a la spectrométrie de masse
fournissent des informations essentielles dans l'identification des métabolites contaminants
tout en découvrant de nouvelles approches d'analyse quantitative en produisant un étalon par

électrosynthése.

Au terme de ce travail, nous espérons avoir illustré, par 1’¢tude de quelques pesticides
modéles, I’intérét de la mise en ceuvre des techniques électrochimiques couplées a la
chromatographie liquide et a la spectrométrie de masse pour la simulation des dégradations
environnementales des pesticides. Des améliorations au niveau de la cellule électrochimique
sont envisageables par 1’emploi d’électrodes modifiées (par porphyrines, les enzymes,
microorganismes), elles laissent entrevoir la possibilit¢ de mimer totalement le systeme
CYP450 et le systeme microbien. Les résultats fournis par ces techniques hybrides, par
voltampérométrie cyclique et par calculs théoriques DFT sont complémentaires, ils procurent
un éventail d'informations d'une utilité estimable pour une application dans des études

prédictives précoces de candidats pesticides.
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Annexes

Spectres SM?HR (Spectrométrie de Masse tandem Haute Résolution) des herbicides
phénylurées (FENU, MONU, DIU, ISO, CHLORTO, METOX, MONO et LINU).
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Figure A-1. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 181,09; 179,08; 197,09 et 486,17 correspondant aux produits d'oxydation POF,
POF,, POF; and AGQIF.
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Figure A-2. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 181,09; 179,08; 215,05 et 520.12 correspondant aux produits d'oxydation POMug,
POMuz, POMus and AGQIMu.
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Figure A-3. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 215,06; 213,04; 249,02; 520,12 et 554.09 correspondant aux produits d'oxydation

POD1, POD,, POD; and AGQID; and AGQID;
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Figure A-4. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 181,09; 223,14; 221,12; 205,13 et 528,21 correspondant aux produits d'oxydation
POly, POly, POI3, POl4, POIs et AGQII2
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5- CHLORTO
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Figure A-5. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 215,06; 229,07; 211,06 et 534,14 correspondant aux produits d'oxydation POCq,
POC,, POCs et AGQIC,
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6- METOX
100- 215.0595 100- 72.0449
72.0458 POMX; POMx2(QIMx1)
m/z [M+H]* m/z [M+H]"
£ 1
142 0068 Z17.0568
144.0033 213.0432
73.0479 135 0325 |~ 215.0593 73.0470 139 9901
! ~171.9991 i~ 560183 |7 . 1679847
0 '-'LI'"'I""I""I"'l'l""’T""I" miz 0 --|'"-|--"-|""|"']"L'|"'L'l""‘l"J"‘_'lmlr;i
50 75 100 125 150 175 200 225 50 75 100 125 150 175 200 225
145 0580
100- 346.0290 co04301  100- N
AGQIMx1 : AGQIMx2
130.05 m/z [M+H]* m/z [M+H]*
4750772 145 0688
= 2423392 400.0370 = 505.0705
240.9396 199.0730 550.1348
1250392
4143175
\‘ l 99,0553 ‘ 376.0438.
0L .||.|'. “I |"|H .,L_ miz 04— m||.|| abiud Lol /2
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500

Figure A-6. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 215,05; 213,04; 520,12 et 550,13 correspondant aux produits d'oxydation POMxu,
POMxz2, AGQIMx;1 et AGQIMXx2
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Figure A-7. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 197,09; 502,16; 231,05 et 536,12 correspondant aux produits d'oxydation POMoq,
POMos, AGQIMo; and AGQIMo2
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Figure A-8. Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation des ions [M+H]" observés
aux m/z 231,05 et 570,08 correspondant aux produits d'oxydation POL; and AGQIL
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eau/acétonitrile (50/50) contenant de I'acétate d'ammonium a 20 mM. Le balayage
de potentiel se fait de 0,0 V a 2 V vs Pd/H: & la vitesse de balayage de 2 mV/s).

110

Figure V. 18: Voltammogrammes cycliques de 1 mM de CBZ dans H.O/MeCN 50:50 avec

0,1 M d'acétate d'ammonium pH 7,4, vitesse de balayage 50 mV/s. 116
Figure V. 19: Voltampérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDC: dans un

mélange eau/acétonitrile (50/50) contenant de 1’acétate d’ammonium 20 mM. Le
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balayage de potentiel se fait de 0,0 V a 2 V vs Pd/H; a la vitesse de 2 mV.s™.,
L'électrode de travail est du carbone diamant dopé au bore (BDD). 120
Figure V. 20: (a) Spectres SM?HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z
134,07 correspondant au produit PDCy et (b) de I’ion observé au m/z 150,07
correspondant au produit d’oxydation PDC. 120
Figure V. 21: Voltammogrammes cycliques de 1 mM de PDC; (2-AB) dans H.O/MeCN

50:50 avec 0,1 M d'acétate d'ammonium pH 7,4, vitesse de balayage 50 mV/s.
121
Figure V. 22: (a) Voltampérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDCe.

Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Spectres SM?HR et
attribution apres fragmentation de 1’ion observé au m/z 381,13 correspondant au
produit PDCe. 122
Figure V. 23: (a) Densité de spin calculée du radical CBZ déprotoné (-e-, -H") et (b) fonction

f* de Fukui calculée pour le cation CBZ déprotoné (-2e, -H"). Les atomes avec
les plus grands lobes vert (violet) sont plus sujets aux attaques radicalaires
(respectivement nucléophiles), le site le plus important étant différencié par son

indice calculé. 123

Figure V. 24: Spectre SM?HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z
208,07 correspondant au produit d'oxydation PDCa. 124
Figure V. 25: (a) Voltampérogrammes massiques 2D de la CBZ (0,1 mM) et de PDCa.

Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Voltampérogrammes
cycliques de la CBZ a 0,1 mM, en absence et en présence d'un excés de GSH.
Conditions opératoires identiques a celles de la figure 1. La fleche montre le pic
anodique de I'adduit au GSH. 125
Figure V. 26: Spectre SM2HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z
513,1414 [M+H]" correspondant a I'adduit au GSH de la quinone imine (QI).126
Figure V. 27: (a) Voltampérogrammes massiques 2D correspondants aux ions aux m/z 513,14

et 497,14 [M+H]". Conditions opératoires a celles de la figure V.18. (b) Spectres
SMHR enregistrés a différents potentiels d'oxydations (0,7 Vet 1,1V). 127
Figure V. 28: Spectre de fragmentation SM?HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion
observé au m/z 497,1475 [M+H]" correspondant a I'adduit au GSH du cation

nitrenium. 128

Figure V. 29: Spectre SM2HR et attribution aprés fragmentation de 1’ion observé au m/z

118,06 correspondant au produit d'oxydation PDCs. 129
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Simulation des dégradations environnementales de quelques pesticides électroactifs par
couplage électrochimie - spectrométrie de masse haute résolution - calculs théoriques DFT

Mots clés : Pesticides, EC-SM, EC-CL-SM, DFT, simulation électrochimique, dégradation environnementale,

voltampérométrie massique.

Résumé : La simulation/prédiction des dégradations
environnementales de xénobiotiques est un axe de
recherche important qui permet de mieux comprendre
les risques potentiels que représentent les
contaminants organiqgues dans les systéemes
environnementaux. L'objectif principal de ce travail de
thése est la mise en ceuvre des couplages hybrides
associant un dispositif électrochimique (EC) avec les
outils analytiques que sont la chromatographie liquide
(CL) et la spectrométrie de masse (SM) [(couplages

EC-CL-SM et EC-SM)] pour la simulation des
dégradations dans [I'environnement de quelques
pesticides  électroactifs. Le  mécanisme de

dégradation oxydative de ces pesticides a été étudié
a laide d'une cellule électrochimiqgue en flux
directement couplée a un spectrométre de masse
pour une identification rapide de leurs produits de
dégradation. Dans un premier temps, I'élucidation du
comportement électrochimique du diuron

(herbicide phénylurées) a été possible au travers de
l'identification de ses produits d'oxydation par
l'utilisation des couplages EC-LC-SM et EC-SM.
Dans un second temps, le mimétisme par
électrochimie de la dégradation environnementale de
sept autres herbicides (fénuron, monuron,
isoproturon, chlortoluron, métoxuron, monolinuron,
linuron) de la méme famille que le diuron a été mise
en ceuvre. La troisieme partie a portée sur I'étude du

comportement/dégradation  électrochimique  d'un
fongicide de la famille des carbamates
(carbendazime). En plus des produits de

transformation connus pour ces pesticides étudiés,
deux nouveaux produits de dégradation trés
instables ont été identifiés dans ce travail pour la
premiére fois, principalement les quinones imine et
les ions nitrenium. Tous les résultats obtenus au
cours de cette étude ont été étayés par des calculs
de mécanique quantique (DFT).

Simulation of the environmental degradation of selected electroactive pesticides through
coupling of electrochemistry - high resolution mass spectrometry - DFT theoretical calculations

Keywords: Pesticides, EC-MS, EC-LC-MS, DFT, electrochemical simulation, environmental degradation,

mass voltammetry.

Abstract: The simulation/prediction of the
environmental degradations of xenobiotics is an
important field of research which allows to better
understand the potential risks that represent organic
contaminants in environmental systems. The main
objective of this work is the implementation of hybrid
couplings, associating an electrochemical device (EC)
with analytical tools that are liquid chromatography
(LC) and mass spectrometry MS [(EC-LC-MS and
EC-MS couplings)] for simulation of the environmental
degradation of selected electroactive pesticides. The
oxidative degradation of this fungicide was studied
using an electrochemical flow-through cell directly
coupled to a mass spectrometer for rapid
identification of their degradation products. Firstly, the
elucidation of the electrochemical behavior of diuron

(phenylurea herbicide) was possible through the
identification of its oxidation products using EC-LC-
MS and EC-MS couplings. Secondly, the mimicry by
electrochemistry of the environmental degradation of
seven other herbicides (fenuron, monuron,
isoproturon, chlortoluron, metoxuron, monolinuron,
linuron) was implemented. The third part focused on
the study of the electrochemical
behavior/degradation of a fungicide of the carbamate
family (carbendazim). In addition to the known
transformation products for these studied pesticides,
two new very unstable degradation products have
been identified in this work for the first time, mainly
guinones imine and nitrenium ions. All the results
obtained during this study were supported by
qguantum mechanics calculations (DFT).



