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3H : tritérium

I4C: carbone 14

I2SI : iooe 125

A: extinction, absorbance ou densité optique

a: rayon de la cavité du solvant dans laquelle le fluorophore prend place

(la "cage")
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BEA : ~-éthoxyacrolêine

BMA : ~-méthoxyacrolêine

BSA : bovine serum albumine

C : concentration molaire

c: vitesse de la lumière dans le vide (3 x 1010 cm/sec.)

C.I02: coumarine 102

C.I02HS: coumarine 102 hydrosoluble

CCM : chromatographie sur couche mince

CDP: cytidine 5-diphosphate
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CTP:
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DMSO:
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EMIT:

Eth.Ac. :

ETOH:

F:

FAB:

Fab:

Fc:

FITC:

FUR:

H:

h:
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chlorofomle

transitions par conversions internes

transitions par croisement intersystème

cytidine 5-monophosphate

cytidine 5-triphosphate

cyclohexane

cytidine

constante diélectrique du solvant

dicyclohexylcarbcxliimide

dichlorométhane

diisopropyléther

diméthylamino pyridine

diméthylformamide

diméthylsulfoxide

1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

enzyme-linked immunosorbent assay

enzyme-monitored immunoassay technique

acétate d'ethyle

éthanol

intensité du signal de fluorescence exprimée en einstein/sec.

Cl einstein = 6 x 1023 photons)

fast atomic bombardment

fragment antigen binding

fragment cristallisable de l'anticorps

fluorescein isothiocyanate

furfural

largeur de la bande d'émission de fluorescence à mi-hauteur

constante de Planck (6,62 x 1()27 erg-sec.)
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eau

honnone chorionique gonadotrope

honnone folliculotrope
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HMF : 5-hydroxyméthylfurfural

HPLC ou CLHP: chromatographie liquide haute performance

HTSH:

10 :

la:

IC:

ICT:

lE:

IFetlp:

IFS :

Ig :

IGR:

IRMA:

It:

kr:

knr :

L:

LOD:
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MEOH:
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intensité de l'énergie d'excitation
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ionisation chimique
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impact électronique
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analyse par regression linéaire multiple
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indice de réfraction du solvant

normal human serumNHS:

OMS:

OPLC:

PAGE:

PBS:

PBS-BSA:

n:

organisation mondiale de la santé

over pressured layer chromatography

JX>lyacrylamide gel

phosphate buffer saline

sérum albumine bovine à 1% (rn/v) dans le tampon phosphate 0,1 M

pH 7,4

PEG: JX>lyéthylène glycol

PM : JX>ids moléculaire ou masse moléculaire

Re et R e*: polarisabilité électronique à l'état fondamental et excité

Rf: distance de rétention

RIA : radioimmunoassay

RMN : résonance magnétique nucléaire

Rr et R r*: polarisabilité moléculaire à l'état fondamental et excité

SO, SI, Sn: niveaux de l'état fondamental singulet et des états excités

SDS: sodium dodecyl sulfate

SM : spectrométrie de masse

Tl, Tn : niveaux des états triplets

TBA : acide 2-thiobarbiturique ou 4,6-dihydroxy-2-thiopyrimidine
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TEP: 1,1,3,3-tétraéthoxypropane

THF : tétrahydrofurane
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TMP: 1,l,3,3-tétraméthoxypropane

uv : ultra-violet
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Aujourd'hui la plupart des problèmes analytiques concernent la

détermination de traces de composés or~aniques, dans les échantillons

biologiques, les substances alimentaires ou les agents poHuants de

l'environnement. Les solutions analytiques à ces problèmes impliquent

assez généralement la mise en oeuvre de techniques chromatographiques.

Dans l'analyse des traces, l'efficacité de ces techniques est parfois

limitée, non par la séparation chromatographique proprement dite mais par

la sensibilité des systèmes de détection.

Au cours de notre travail, nous nous sommes attachés à développer

pour cela des systèmes de détection basés sur la fluorescence. Comme la

plupart des molécules à détecter ne sont pas naturellement fluorescentes,

nous avons mis au point des méthodes de dérivation chimique au moyen de

luminarines, substances qui confèrent une fluorescence aux molécules avec

lesquelles elles se conjugent.

Ces recherches ont pris naturellement naissance dans le laboratoire

de Chimie Analytique II de la Faculté de Pharmacie de Chatenay-Malabry

(Université Paris XI) qui s'attache depuis plusieurs années à développer de

nouveaux systèmes de détection en chromatographie liquide

particulièrement par fluorescence, phosphorescence et chimiluminescence.

Notre travail a consisté d'une part à synthétiser et à étudier les

propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence des réactifs de

dérivation possédant le noyau quinolizinocoumarine les "luminarines",

d'autre part à déterminer les conditions de leurs réactions avec certaines

molécules, d'intérêt pharmaceutique ou biologique possédant dans leur

structure un groupement fonctionnel carbonyle et enfin à proposer un

système chromatographique permettant la séparation des dérivés ainsi

formés.
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L'étude des effets de solvants classiquement utilisés en

chromatographie liquide, sur les propriétés d'absorbance et de fluorescence

de Il luminarines, nous a permis de proposer des solvants relativement

polaires accepteurs de liaisons hydrogène pour améliorer la sensibilité de

détection des dérivés formés en chromatographie liquide.

Après avoir envisagé l'influence spécifique de certains paramètres

(solvant, température, pH, temps de réaction, rapport molaire

substrat/réactif) sur la dérivation, nous décrivons des possibilités de dosage

par chromatographie liquide d'acides carbonylés, d'esters carbonylés,

hydroxycarbonyles, d'aldéhydes et cétones aliphatiques et aromatiques, a

et ~ dicarbonylés, après couplage précolonne à une luminarine possédant

un groupement fonctionnel hydrazide, et détection fluorimétrique. En

chromatographie liquide, nous rapportons également l'utilisation des

luminarines hydrazides pour la dérivation de nucléosides et nucléotides.

Ces composés ont fait l'objet d'un développement analytique. En effet,

dans certaines conditions bien définies ils peuvent, après traitement, fixer

des luminarines ce qui leur confèrent une fluorescence permettant de les

détecter avec une grande sensibilité.

Enfin, le développement des dosages immunologiques nous a incité

à utiliser les propriétés de fluorescence des luminarines après greffage des

immunoglobulines G. Les performances de marquage sont comparées à

celle de la fluoresceïne, réactif couramment utilisé pour le marquage des

protéines. Nous envisageons ensuite les possibilités de détection de

l'hormone chorionique gonadotrope (ReG), après transformation chimique

avec une 1uminarine hydrazide.

La présentation de notre travail comporte donc trois parties :



20

- l'étude des propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence des

luminarines dans les principaux solvants utilisés en chromatographie

liquide.

- différents exemples de mises au point de chromatographie comportant

une détection par fluorescence après dérivation en précolonne.

- l'étude du marquage d'anticorps et d'antigènes par les luminarines

hydrazides.



lPJf1.IEFil[]IEItJJE lPAm.7f[]JE g

lE7fTJJ!DIE JDIE~ lPm.(O)lPJf1.[]IE7flE~ ~lPIE(c7fm.AlLIE~

!D gilJl3~@Jf1.Jl3ilN(ClE IE7f !DIE
JFILJJJ@Jf1.IE~ (cIEN rcJE ln)IE~ IL TlJl'tl[]NA Jf1.[]lNIE~



22

Après un bref rappel des différents modes de détection par

luminescence et de quelques notions élémentaires sur la luminescence

abordées tout au long de ce travail, nous présentons les méthodes de

synthèse et d'identification des luminarines ayant un groupement

fonctionnel hydrazide en position 9 du noyau quinolizinocoumarine.

L'effet des solvants classiquement utilisés en chromatographie

liquide, sur les propriétés d'absorbance et de fluorescence de 11

luminarines a été étudiée. Dans un premier temps, nous avons utilisé une

démarche simple dans laquelle les effets de solvants sont arbitrairement

classés en effets généraux et spécifiques (modèle de Lippert). Dans un

deuxième temps, la modélisation par une échelle linéaire de

solvatochromie (modèle de Taft), nous a permis une approche du type

d'interactions spécifiques soluté-solvant.

A partir de ces derniers résultats, nous avons pu démontrer l'intérêt

des solvants relativement polaires accepteurs de liaisons hydrogène, pour

améliorer la sensibilité de détection des dérivés obtenus après greffage

avec une luminarine.

Les conséquences de cette étude sont importantes sur le plan

chromatographique notamment lors de l'emploi de gradient d'élution, ou

lorsqu'on souhaite exalter la fluorescence des analytes sans pour autant

modifier les conditions de la séparation (ajout postcolonne).
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1. RAPPEL SUR LA NOTION DE DETECTION PAR

LUMINESCENCE

Le phénomène de luminescence est une propriété qu'ont certaines

molécules d'émettre de la lumière à la température ambiante après

accumulation d'énergie (excitation). Cette propriété est souvent mise à

profit dans les techniques de détection en chromatographie liquide.

Selon le mode d'excitation, on distingue plusieurs types de

luminescence [GOLDBERG et WEINER (1989); GUILBAULT (1990)] :

- l'électroluminescence : lorsque l'excitation est produite par un champ

électrique;

- la triboluminescence ou piezoluminescence: lorsque l'excitation est ici

produite par frottement ou broyage de certains cristaux, rupture de la

défonnation mécanique, l'émission de la lumière résulte alors de la

séparation de charge par frottement à la surface des cristaux;

- la thennoluminescence : lorsque la chaleur seule est mise en jeu pour

l'excitation des molécules, l'émission de la lumière survenant à la suite de

la recombinaison des ions activés thermiquement;

- la bioluminescence : lorsque l'énergie d'excitation est fournie par un

organisme à partir d'une réaction enzymatique;

- la chimiluminescence : lorsque l'énergie d'excitation est produite par une

réaction chimique;

- la galvanoluminescence : lorsque l'excitation est produite par le passage

d'un courant électrique à travers une solution aqueuse, l'émission de la

lumière provient alors des réactions chimiques d'espèces

chimiluminescentes fonnées durant le phénomène d'électrolyse;

- la crystalloluminescence : lorsque l'excitation est produite par la

cristallisation de certains cristaux en solution, l'émission qui suit résulte
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probablement des clivages se produisant au moment de la conception de

chaque cristal (c'est une forme de la triboluminescence);

luminescence qui apparaît lorsque les cristaux. sont dissous dans un liquide;

- la sonoluminescence : lorsque l'excitation est réalisée par le passage d'un

intense son d'ondes à travers un liquide, l'émission qui en résulte provient

des décharges électriques dans la couche de gaz résiduelle des cavités

fonnées par l'énergie acoustique dans le liquide;

- la photoluminescence: lorsque l'excitation est réalisée par une source

lumineuse. Selon la durée de vie et la nature des états excités mis enjeu, on

distingue la fluorescence et la phosphorescence;

- et d'autres types de luminescence plus spécialisés tels que la

cathodoluminescence, anodoluminescence, radioluminescence et la

fluorescence par les rayons X.

Les aspects théoriques et pratiques de l'analyse par luminescence des

composés organiques et inorganiques ont été largement décrits dans la

littérature [BECKER (1969); PESFZ et BARTOS (1974); LAKOWICZ (1983);

GOLDBERG et WEINER (1989); GUILBAULT (1990)].

Dans ce mémoire, il ne sera fait rappel qu'aux notions de

photoluminescence, particulièrement de la fluorescence, les possibilités de

détection par phosphorescence et chimiluminescence faisant l'objet d'autres

travaux du laboratoire.

Une molécule excitée peut revenir à l'état fondamental par diverses

voies (Figure 1) et notamment:

- par transition énergétique lumineuse

- par transition énergétique thennique non radiative (collision)

- par croisement inter-système (passage à l'état triplet)
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les phénomènes non radiatifs et radiatifs sont chacun caractérisés par

une constante de vitesse : knr pour les phénomènes non radiatifs; kt pour

les phénomènes radiatlis. Ces constantes interviennent dans l'expression

des paramètres physiques mesurables.

La fluorescence est émise dans toutes les directions, et toutes les

longueurs d'onde du spectre de fluorescence sont émises simultanément.

Cependant, l'appareil ne recueille qu'une partie de la fluorescence, sous un

petit angle solide, et à une seule longueur d'onde sélectionnée par le

monochromateur d'émission.
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Figure 1 : Diagramme simplifiée de Jablonski

Sa, S l, Sn : niveaux de l'état fondamental singulet et des états

excités

Tl, Tn : niveaux des états triplet

CI : transitions par conversions internes

CIS : transitions par croisement intersystème
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IF et Ip: intensités de la fluorescence et de la phosphorescence

La relation fondamentale qui lie la fluorescence à la concentration

est donnée par l'équation:

F = t/lJ ID (l - e- E l c)

avec F intensité du signal de fluorescence exprimée en Einstein par

seconde (où 1 Einstein =N photons =6 x 1023 photons)

cj>f rendement quantique de fluorescence

10 intensité de la radiation excitatrice

E coefficient d'absorption molaire de la substance

1 épaisseur de la cuve

C concentration molaire de la substance

Il ressort de cette équation que l'intensité de fluorescence est

fonction de 3 grands facteurs (autre que la concentration) :

- le rendement quantique de fluorescence

- l'intensité de la radiation excitatrice

- le coefficient d'absorption molaire de la substance

Pour les solutions, on définit le rendement quantique de fluorescence

4'J, paramètre indépendant de l'intensité lumineuse de la source, comme la

fraction de la radiation incidente réémise sous forme de fluorescence.

if1t=nombre de photons émis/nombre de photons absorbés

if1t = F/la



27

Ce rapport varie entre 0 (pas de fluorescence) et 1 (fluorescence maximale)

et il est sans dimension. tif est caractéristique de la substance fl uorescente

et défini pour une température donnée et dans un solvant donné. rjJf

diminue lorsque la température augmente (environ 1% par degré), car la

conversion interne et les désactivations par chocs intermoléculaires sont

favorisées. f/1J peut varier considérablement d'un solvant à l'autre, (d'un

facteur 10 à 100). En revanche, il est indépendant de la longueur d'onde

d'excitation, car seuls les photons absorbés sont pris en compte. Il existe

également une relation, entre le rendement de fluorescence et le temps de

vie de fluorescence, exprimée par l'équation: rjJf = 7:/r:O ; lorsque't est le

temps de vie de fluorescence qui reflète la durée de vie moyenne du

fluorophore à l'état excité singulet 7: = II kf + knr ; 't0, temps de vie

intrinsèque de fluorescence, est définie comme étant le temps de vie de

fluorescence du fluorophore en l'absence de tout processus non radiatifs

1:()=lh.

Sachant que la = 10 - It (It désignant l'intensité de la lumière

transmise), la relation ci-dessus conduit aux expressions suivantes:

F = tPj(IO -ft)

soit F = 4f10 (l -ft 110)

sachant que log la lIt = A

soit It 110 =10 -A

on aboutit à la relation F = t/f 10 (1 - 10 -A)

si la solution est diluée, le terme A , qui est égal à El C, est faible « 0,05);

l'expression entre parenthèses se simplifie en devenant pratiquement égale

à A et la dernière relation s'écrit alors:



28

F = t1'/IO E l c

A est nommé extinction, absorbance, ou densité optique; le rapport It IIO

est la transmission (transmittance), il est souvent exprimé en transmission

pour cent 100 It 110.

Ainsi, pour des mesures faites dans des conditions semblables, on

peut réunir dans un même facteur K l'ensemble des paramètres, hormis les

termes de concentration c et d'intensité incidente 10 , et écrire, pour les

faibles concentrations (E 1C < 0,05),

F= KIO c

Il apparaît donc que F peut être augmentée soit en agissant sur la

source lumineuse (c'est à dire en augmentant 10 ), soit en modifiant les

caractéristiques photophysiques de la molécule étudiée (q,f et E).

L'équation ci-dessus montre que l'intensité du signal de fluorescence

F est proportionnelle à l'intensité de la radiation excitatrice, d'où l'idée

d'accroître l'énergie de la source lumineuse pour augmenter F. Une

meilleure détection n'est toutefois pas nécessairement obtenue. Il en

résulte, très souvent, une diminution du rapport signal/bruit due au rôle

important de la diffusion de la lumière et des fluctuations d'énergie de la

lampe.

L'emploi actuel de sources lasers apparaît très prometteur

[HULSHOFF et LINGEMAN (1985); SEPANIAK (1985)], tout comme le

remplacement de l'excitation photonique par une excitation chimique [TOD

(1990)] qui permet d'éviter les phénomènes de diffusion de la lumière et de

réduire considérablement le bruit de fond, tout en excitant fortement les

fluorophores.
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Inversement on peut tenter d'améliorer le rendement quantique t/Jj du

fluorophore afin d'en améliorer la détection. Panni les approches possibles,

on peut convertir les composés peu ou non fluorescents en composés

fortement fluorescents, en pré ou post colonne, soit par transformation

chimique [UNGEMAN et coll., (1985)], soit par l'utilisation de réacteurs

photochimiques [AARON (1993)]. Dans le cas du réacteur photochimique,

les photons jouent le rôle de réactif. Les composés non fluorescents sont

irradiés en post-colonne par une lumière uv pour donner des produits de

réaction généralement très fluorescents.

La modification de l'environnement direct de la molécule est

également susceptible de modifier ses caractéristiques photophysiques.

L'utilisation des micelles crée autour du fluorophore un environnement

organisé et de viscosité locale augmentée le protégeant des phénomènes de

relaxation vibrationnelle, d'où une potentialisation du rendement quantique

de fluorescence. Il en est de même lors de l'inclusion de certains

fluorophores dans la cavité de molécules types cyclodextrines [SARGI

(1992)]. De tels effets sont exploités aussi bien en fluorescence qu'en

phosphorescence à température ambiante. Ils s'inscrivent dans le cadre des

méthodes de potentialisation directe, c'est à dire que l'on agit directement

sur la molécule faiblement luminescente en modifiant ses propres

caractéristiques de luminescence. Le phénomène de transfert d'énergie est

également utilisé comme méthode de potentialisation directe. Dans ce cas,

la molécule à doser est accepteur d'énergie et voit sa luminescence

augmenter en présence du donneur [SARGI (1992) l.

Une autre possibilité réside dans l'utilisation de méthodes de

potentialisation indirecte. Dans ce cas, le transfert d'énergie est utilisé pour

doser la molécule peu luminescente. Le dosage se fait alors par

l'intermédiaire d'une autre molécule beaucoup plus luminescente dont on
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enregistre les variations de luminescence en présence de la molécule à

doser. Lorsque cette dernière est donneur, la variation se fait dans le sens

de l'augmentation. A l'inverse, elle se fait dans le sens de l'inhibition

lorsqu'elle est accepteur. Dans les deux cas, il s'agit de potentialisation

indirecte de luminescence, c'est à dire qu'elle ne modifie pas les

caractéristiques photophysiques propres de la molécule dosée [SARGI

(1992)].

Toutefois, les applications du transfert d'énergie singulet-singulet

comme méthode de potentialisation de luminescence (ici fluorescence)

sont rares [GOOlJER et coll., (1986)] car peu avantageuses par rapport à la

fluorescence directe généralement plus aisée à mettre en oeuvre. La mise

au point de telles méthodes nécessiteraient par ailleurs de fortes

concentrations en donneur entraînant une émission de bruit de fond

importante. De plus, le donneur doit être caractérisé par une longue durée

de vie de fluorescence (de l'ordre de microseconde) et un rendement

quantique de fluorescence élevé.

Le schéma suivant résume de façon synthétique les différents aspects

évoqués ci-dessus.
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D'un point de vue chromatographique, il sera de plus fait appel à la

notion de sensibilité intrinsèque de fluorescence (IFS) d'une molécule. En

effet, dans les études de l'absorption de la lumière, le coefficient

d'absorption molaire (E) d'un composé est un très bon paramètre de

prédiction du degré d'absorption et, donc'de la sensibilité de détection. A

l'iilverse dans les modes de détection par luminescence, et en particulier

par fluorescence, le rendement quantique seul ne permet pas d'apprécier

quantitativement la sensibilité de fluorescence d'un composé après

chromatographie liquide. Ceci parcequ'il ne donne pas d'information sur

sur le nombre de photons absorbés. Le produit E tPJ est caractéristique d'un

composé pour la longueur d'onde considérée. PARKER (1968), définit ce

produit comme la sensibilité absolue de fluorescence pour s'affranchir des

paramètres spécifiques à l'emploi d'un appareil particulier. Par la suite

LLOYD (1979), introduit la notion de sensibilité intrinsèque de fluorescence

pour montrer que la sensibilité de fluorescence ne dépend pas seulement du

produit E 4>/ mais aussi de la largeur de la bande d'émission à mi-hauteur

(H). Cette dernière (exprimée en cm-1) contrôle la distribution de

l'intensité de fluorescence sur la partie du spectre d'émission apprécié par

le détecteur et est toutefois important pour la sensibilité de la cellule du

détecteur. Pour la détection fluorimétrique après chromatographie, seule

une bande centrée sur le maximum d'émission est sélectionnée lorsque le

fluorimètre est équipé d'un monochromateur et non de filtres. Dans ces

conditions on peut comparer les sensibilités intrinsèques de fluorescence de

différentes molécules en utilisant la relation suivante:

IFS = E4>/ / H
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Pour pouvoir détecter des quantités de l'ordre de 1 ng d'un composé à

analyser, il est nécessaire que la valeur de IFS soit ~ 0,5 [LINGEMAN et

coll., (1985)].

Enfin, une constante physique qui caractérise les molécules

fluorescentes est la différence entre les longueurs d'onde d'excitation et

d'émission. Cette constance, appelée déplacement de Stokes, indique

l'énergie dissipée durant le temps de vie de fluorescence de l'état excité

avant son retour à l'état fondamental :

Déplacement de Stokes (Av' en cm -1) = la 7 (1/J...ex -l/km)

lorsque À ex et Àem sont respectivement les longueurs d'onde d'excitation et

d'émission exprimées en nanomètres des spectres corrigés. Le déplacement

de Stokes est d'un grand intérêt sur le plan analytique puisque la longueur

d'onde d'émission peut être très dépendante des nouvelles contraintes

stériques de l'état excité.
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II. PRESENTATION DES LUMINARINES

n-! INTRODUCTION

Les luminarines sont des dérivés de la IR, SR, IIH-[I] benzopyrano

[6,7,8-ij] -2,3,6,7-tétrahydro -ll-oxo-quinolizine, qui possèdent des

propriétés de fluorescence ou de chimiluminescence. On les utilise comme

réactifs marqueurs: par greffage sur des composés organiques, elle

confèrent à ceux ci leurs propriétés.

Ce type de structure est caractéristique de nombreux colorants

fluorescents, dans lesquels l'azote aminé peut être soit libre, soit bloqué

dans un cycle : on peut citer, entre autres dans ce domaine, les

aminophénoxazones [BASTINGS et coll., (1976)], les aminopyridines et

aminopyrones [HAMMOND et coll., (1976); KHAN et GEMAL (1976)], les

naphtyridines [HENRY et coll., (1977)] et les benzoxazinones [Le BRIS et coll.,

(1984; Le BRIS 1984, 1985 et 1989)].

Le terme marqueur de fluorescence ou de chimiluminescence

désigne les molécules qui ont un groupement fluorophore et une fonction

réactive qui peut être attachée à d'autres molécules par des liaisons

covalentes. On considère d'ailleurs la possibilité d'autres types de liaisons

basées sur des interactions dipôle-dipôle, hydrophobiques et ioniques.

Le dosage par chromatographie liquide d'amines, d'aldéhydes, de

cétones, d'acides carboxyliques dépourvus de propriétés spectrales

nécessite, pour atteindre une grande sensibilité, de transformer ces

composés à l'aide de réactüs marqueurs pour leur conférer des propriétés

d'absorption, de fluorescence ou de chimiluminescence.

L'utilisation des marqueurs de fluorescence à noyau aminocoumarine

a été pour la première fois explorée dans le laboratoire en vue du dosage
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des acides carboxyliques à courtes chaines dans les milieux biologiques

[FARINOITI et coll., (1983a et 1983b)]. Il ressort de cette étude, que les

molécules les plus intéressantes pour une application chromatographique

sont les dérivés de la 7-diméthylamino coumarine; 6,7-diméthoxy

coumarine; 5,7-diméthoxy coumarine, substitués en 4.

Les performances fluorimétriques de ces marqueurs dépendent

fortement des propriétés physico-chimiques des solvants utilisés (polarité,

viscosité, température); leur rendement quantique diminue, souvent d'un

facteur significatif, lorsque la température et/ou la polarité du solvant

augmente, mais il est amélioré, Par exemple, dans les solvants visqueux ou

à basse température. Ces résultats sont expliqués, dans le cas des

coumarines, par le fort caractère polaire de ces molécules à l'état excité. En

effet, la présence d'un groupement donneur (fonction amine: amine

primaire ou dialkylamine) et d'un groupement accepteur (fonction

carbonyle ou atomes d'oxygène du goupement lactone) conduisent à un état

de dipôle. Le transfert de charge intramoléculaire plane (ICT :

Intramolecular Charge Transfert), qui en résulte conduit à une large

augmentation du moment dipolaire et en conséquence un important effet de

solvant, se traduisant en général par une diminution de l'intensité de

fluorescence dans les solvants polaires.

Il a été démontré que ces phénomènes photophysiques sont

fortement atténués, lorsque la rigidité des aminocoumarines est améliorée,

par inclusion de l'atome d'azote dans un cycle [REYNOLDS et DREXHAGE

(1975); JONES II et coll., (1980 et 1985)]. C'est pourquoi, par exemple, le

rendement quantique dans l'eau de la coumarine 1 (Figure 2), qui possède

un groupement amine libre, est de 0,055; alors que la coumarine 102, avec

la fonction aminée incluse dans une structure rigide, voit son rendement

quantique s'élever à 0.66 dans le même solvant [JONES II et coll., (1985)].
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Figure 2 : Structure de la coumarine 1 et coumarine 102

Ces effets peuvent être interprétés par la mobilité du groupement

amine dans le cas de la coumarine 1, dont la rotation, provoque une

dissipation de l'énergie, suivie dans quelques cas de la formation d'un état

de transfert de charge intramoléculaire non plane de torsion vers la

fonction amine (liaison C-N) aboutissant à une diminution de la planéité de

la molécule (TIer : Twisted Intramolecular Charge Transfert) (Figure 3)

[REYNOLDS et DREXHAGE (1975); JONES II et coll., (1980 et 1985); DECLEMY

et coll., (1983)]. Tous ces états sont stabilisés par les interactions dipôle­

dipôle. Ainsi donc, comme la coumarine 102 a son atome d'azote impliqué

dans un cycle, ce phénomène de rotation est empêché et par conséquent, la

fluorescence est sensiblement améliorée.

Notons cependant que le concept de TICT a été décrit pour la

prémière fois pour les p-cyanodialkylanilines, et alors étendu à une gamme

variée de composés [GRABOWSKI et coll., (1979 et 1983); ROTKIEWICZ et

KOHLER (1987)]. Ces composés émettent une double fluorescence, une, à

énergie très faible, qui prédomine dans la plupart des solvants polaires,

l'autre, à haute énergie dans les solvants faiblement polaires. Dans le cas
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des coumarines, la diminution de leurs propriétés d'émission en fonction de

l'intermédiaire de l'état de transfert de charge de torsion sans émission de

fluorescence. Dans ce cas, à l'inverse des p-cyanodialkylanilines, une

double fluorescence n'est pas observée.

o

c~

Etat fondamental 50

;/
~

C~

R1,,+
R1--_+.
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N à /

Rz/ ICT
Rz TICT

Etat excité 51

Figure 3: Etats d'ionisations possibles des aminocoumarines

après excitation

Compte tenu des propriétés de fluorescence intéressantes que

peuvent présenter les composés dérivés de la coumarine 102 (rendement

quantique et coefficient d'absorption molaire élevés), nous avons tenté

d'introduire, en position 9 du noyau quinolizinocoumarine, à la place du
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méthyl de la coumarine 102 (tH, SH, llH-[1] benzopyrano [6,7,8-ij] ­

2,3,6,7-tétrahydro - 9-méthyl - ll-oxo-quinolizine), des groupements

réactionnels, faisant ainsi de ces molécules des marqueurs de fluorescence

ou de chimiluminescence.

Depuis quelques années, le laboratoire s'intéresse à la synthèse de

màrqueurs fluorescents ou chimiluminescents (de polarités moyennes)

dérivés du noyau quinolizinocoumarine. Les critères de choix du meilleur

marqueur sont:

- la rapidité de la réaction

-la possibilité d'opérer dans les conditions douces de température et

de pH

- l'obtention d'un rendement de transfonnation élevé

- la sélectivité de la réaction vis à vis de diverses fonctions

chimiques

- la possibilité de greffer de très petites quantités de substance

Ainsi, une série de réactifs de dérivation (Figure 4) des amines

primaires et secondaires (Lu.1 et Lu.2) ), des aldéhydes et cétones (Lu.3),

des acides carboxyliques et anhydrides d'acides (LuA) a d'abord été

synthétisée au laboratoire, avec la collaboration de la société EUROBIO­

SERATEC. Plus récemment, d'autres réactifs de dérivation des fonctions

thiol et hydroxyle (Lu.5), carbonyle (Lu. 11 et Lu.12) et de nouveaux

réactifs de dérivation pour les amines primaires et secondaires (Lu.8, Lu.9

et Lu.10) ont été synthétisés.

Pour notre part, nous avons synthétisés la Lu.3, Lu.ll et Lu.12, qui

sont des luminarines-hydrazides, en vue de la dérivation et détection des

aldéhydes et cétones d'une part , des nucléosides, nucléotides et anticorps

ou antigènes d'autre part.
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R : C~ - CO-NH-NHz

R : CHr CO-NH-(CHz}4-NHz

R : CHrCO-NH-(CHz)4-NH-CO-CHzI

R : CHrCO-NH-(CHz)S"COOH

R : CHrCO-NH-(CHz}4-N=C=S

R : CHrCO-NH-(CHz-CHzO)4-CHrCHz-N=C=S

R : (CHz)4 - CO-NH-NHz

(Lu.1)

(Lu.2)

(Lu.3)

(Lu.4)

(Lu.S)

(Lu.8)

(Lu.9)

(Lu.10)

(Lu.11)

(Lu.12)

Figure 4: Structure des luminarines utilisées actuellement comme

marqueurs de fluorescence ou de chimiluminescence
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Les voies de l'introduction sur le noyau coumarinique des différentes

fonction réactives décrites dans la littérature [DEY (1915); BAKER et coll.,

(1950); SCHIAVELLO et CINGOLANI (1951); SECRIST et coll., (1971); GOYA et

coll., (1980); JOSHI et USGAONKAR (1982); TAKADATE et coll., (1982);

UUNGGREN et coll., (1983); AMIR et HAAS, (1986)] vont nous servir de base à

la mise au point de la synthèse des réactifs de dérivation que nous

proposons de développer.

Cependant, il faut souligner que la plupart de ces travaux concerne

des méthoxycoumarines et non des aminocoumarines. La présence de cette

fonction amine, beaucoup plus réactive que le groupement méthoxy,

introduit une modification du comportement chimique du noyau et une

difficulté supplémentaire à la réalisation des synthèses. TOD (1990) a

démontré que certaines des voies décrites ne s'appliquent pas aux

aminocoumarines

11·2 SYNTHESE DE REACTIFS DE GREFFAGE, DERIVES DU NOYAU

QUINOLIZINOCOUMARINE, A FONCTION HYDRAZIDE

Par analogie au noyau coumarinique, nous avons synthétisé le noyau

quinolizinocoumarinique par condensation de Pechman. Les différentes

luminarines-hydrazides seront synthétisées en référence aux méthodes

décrites par BAKER et coll., (1950) et GOYA et coll., (1980) pour la synthèse de

la 7-méthoxy 4-acétylhydrazide coumarine et de la 7-méthoxy 4­

carbohydrazide coumarine, respectivement.

Les détails sur les protocoles opératoires de synthèse, ainsi que les

contrôles et identités des différents réactifs sont présentés dans les annexes

1-1 à 1-3 (pages 290-298).
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11·2·1 Synthèse de la luminarine 3

Deux méthodes ont été utilisées:

- l'une faisant intervenir l'ester méthylique de la coumarine 102 - acide,

ester méthylique de l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique (Méthode A)

- l'autre, la luminarine 1 (Lu.l), ester N-hydroxysuccinimide de la

coumarine 102 - acide (Méthode B).

Elles consistent toutes à faire réagir un ester de la coumarine 102 ­

acide avec une solution aqueuse d'hydrazine à froid.

* MéthodeA

La synthèse comporte deux étapes-clef résumées ci-dessous

(Figure 5) :

- formation de l'ester méthylique de l'acide quinolizinocoumarinyl 9­

acétique par condensation de Pechman.

- réaction de condensation de cet ester avec l'hydrazine pour obtenir la

Lu3.
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CHrCOOC~

:)o---I·~
Ester méthylique de l'acide
3-oxo glutarique

CHrCOOC~

o

Ester méthylique de "acide quinolizinocoumarinyl
9-acétique

Luminarine 3

Figure 5: Synthèse de la luminarine 3 (Méthode A)

* MéthodeB

La synthèse est réalisée en une seule étape avec la luminarine !

(Lu.!) et l'hydrate d'hydrazine. Cependant, il convient de rappeler par

principe les différentes étapes conduisant à la Lu.! (Figure 6) :
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- fonn::trion de l'ester éthylique de J'::tcide qujnolizinocoumarinyl 9-acétique

- formation de l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique par hydrolyse

alcaline de l'ester éthylique correspondant.

- formation de la luminarine 1 par la réaction d'esterification de l'acide

qUinolizinocoumarinyl 9-acétique avec le N-hydroxysuccinimide.

La synthèse de la luminarine 3 à partir de la luminarine 1 est

présentée dans la Figure 7.
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8-Hydroxy julolidine
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Ester éthylique de l'acde 3-oxo
glutarique

Ester éthylique de l'acide quinolizinocoumarinyl

9-acétique

Ho!O

N
Il
C
Il
N

6
+

Hydroxysuccinimide

Acide quinolizinocoumarinyl
9-acétique

+

o

CHrCOOH

Acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique

Dicyclohexylcarbodiimide



44

o

CHZ-COOoN)

~ 0

o

Luminarine 1

Figure 6 : Synthèse de la luminarine 1

+

Q
NH

1
cr>
1

6
Dicyclohexylurée

Luminarine 1

o

-HO-NO
o

CHz-CO-NH-NH

o

Luminarine 3

Figure 7 : Synthèse de la luminarine 3 à partir de la luminarine 1

(Méthode B)
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11-2-2 Synthèse de la luminarine 12

La méthode de synthèse que nous avons choisie comporte cinq

grandes étapes (Figure 8):

- formation de l'ester monobenzylique de l'acide 3,6,9-trioxa octandioïque,

par esterification de l'acide par l'alcool benzylique sous l'action du

dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) et de la diméthylamino pyridine

(DMAP).

- formation de l'imidazolide de l'ester monobenzylique de l'acide 3,6,9­

trioxa octandioïque.

- formation de l'ester benzylique du 3,6,9-trioxa octandioyl acétate d'éthyle.

- formation de l'ester éthylique de la luminarine 12 par condensation de

Pechman.

- condensation de l'ester éthylique de la luminarine 12 avec l'hydrazine

pour former la luminarine 12.
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Figure 8: Synthèse de la luminarine 12 (suite 1)
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Figure 8: Synthèse de la luminarine 12 (suite 2)
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11-2-3 Synthèse de la luminarine Il

La synthèse se déroule comme pour la luminarine 12, en remplaçant

l'acide 3,6,9-trioxaoctandioïque par l'acide adipique (Figure 9).

Les principales étapes sont:

- formation de l'ester monobenzylique de l'acide adipique.

- formation de l'imidazolide de l'adipate de benzyle.

- formation de l'ester benzylique de l'hexanedioyl acétate d'éthyle.

- formation de l'ester éthylique de la luminarine 11.

- accès à la luminarine 11 (Lu. 11).
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Figure 9 : Synthèse de la luminarine Il (suite 1)
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Ill. ETABLISSEMENT DES SPECTRES D'ABSORBANCE ET DE

FLUORESCENCE DES LUNUNARINES

Le but de cette étude a été de déterminer l'influence du solvant sur

les propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence des luminarines,

en raison de leur utilisation comme réactifs de dérivation en

chromatographie liquide.

L'influence du solvant sur les spectres d'excitation et d'émission

résulte, d'une part des interactions du moment dipolaire du fluorophore

avec les champs induits par l'entourage du solvant, d'autre part des

interactions d'ordre chimique spécifiques entre le fluorophore et une ou

plusieurs molécules de solvants. Ce phénomène nécessite une

réorganisation de la cage, formée par les molécules de solvant, entourant le

fluorophore. Il est fonction du temps.

Le déplacement de Stokes, perte d'énergie entre l'absorption et

l'émission de la lumière, est le résultat de plusieurs processus dynamiques:

- pertes d'énergies dues à la dissipation de l'énergie vibrationnelle.

- rédistribution des électrons dans l'entourage des molécules du solvant

induite par le changement (généralement une augmentation) du moment

dipolaire du fluorophore à l'état excité.

- réorientation des molécules de solvant autour du dipôle de l'état excité.

- interactions spécifiques entre le fluorophore et le solvant ou les solutés

(formation de liaison hydrogène et les phénomènes de transfert de charge).

Une description quantitative générale de tous ces processus et de

leurs effets sur les propriétés spectrales des fluorophores n'est pratiquement

pas possible en raison de la diversité structurale de ces fluorophores. Une

interprétation précise de la sensibilité des fluorophores aux effets de

solvant nécessiterait une connaissance détaillée des effets de solvant sur les
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niveaux d'énergie des fluorophores à l'état fondamental et à l'état excité.

Dans un premier temps, nous nous limiterons aux théories

simplifiées d'interaction soluté-solvant pour évaluer les effets du milieu

environnant sur les propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence

d'une molécule.

ill-l APPROCHE SIMPLIFIEE DE L'INTERACTION FLUOROPHORE­

SOLVANT: effets généraux (modèle de Lippert)

In-l-l Introduction

Généralement dans les états électroniques excités, les composés

aromatiques possèdent des moments dipolaires Ül*) plus importants que

dans les états fondamentaux (f.!) avec f.! < f.!*. L'absorption d'un photon par

le fluorophore aboutit donc à la formation instantanée d'un dipôle qui

perturbe le milieu entourant le t1uorophore. La "cage" constituée par le

solvant qui entoure le fluorophore subit à son tour une réorganisation. Ce

processus est connu sous le nom de relaxation du solvant, sa durée est

fonction des propriétés physiques et chimiques du solvant. Il en résulte une

interaction sur les propriétés spectrales du fluorophore qui explique que

celles ci sont très sensibles aux propriétés physiques et chimiques du

solvant.

Les effets de solvant sont généralement classés en effets généraux et

en effets spécifiques. Par effets généraux de solvant, nous entendons ceux

qui sont liés à l'indice de réfraction (n) et à la constante dielectrique (D).

Ces constantes physiques sont fonction du mouvement des électrons des

molécules du solvant et du moment dipolaire de ces molécules. Quant aux

effets spécifiques de solvant, ils sont dus aux interactions chimiques du

fluorophore avec les molécules du solvant (formation de liaison hydrogène
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et de complexes). Ces deux. effets peuvent conduire à des déplacements

spectraux. importants.

111-1-2 Effets généraux (modèle de Lippert)

Les interactions physiques et chimiques entre fluorophore et

molécules de solvant, qui sont dues aux effets généraux de solvant, sont

généralement illustrées par l'équation de Lippert [LIPPERT (1957)] qui est à

la base des différentes interprétation de l'interaction soluté-solvant:

avec v'a - v'f : déplacement de Stokes

v'a : nombre d'onde (cm-1) du maximum d'excitation ou

d'absorption

V'f : nombre d'onde (cm-1) du maximum d'émission de

fiuorescence

h : constante de Planck (6,62 x 1027 erg-sec.)

c : vitesse de la lumière dans le vide (3 x 1010 cm/sec.)

D : constante diélectrique du solvant

n : indice de réfraction du solvant

~* et ~ sont respectivement les moments dipolaires du

fIuorophore à l'état excité et fondamental

a : rayon de la cavité du solvant dans laquelle le

fIuorophore prend place (la "cage")

le terme [(D - 1) / (2D + 1)] - [(n2 - 1) / (2n2 + 1)] est appelé

polarisabilité orientationnelle (M) du solvant

Dans cette équation, l'indice de réfraction (n) du solvant et sa

constante diélectrique (D) ont des effets opposés sur la valeur de v'a - v'f .
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En principe, une augmentation de l'indice de réfraction diminue cette

différence d'énergie (perte d'énergie), alors qu'une valeur plus grande de la

constante diélectrique conduit à une différence d'énergie plus importante.

La polarisabilité d'un solvant est le résultat de la mobilité des

électrons dans le solvant et des moments dipolaires des molécules du

solvant. La réorientation des électrons dans le solvant est instantanée; cette

polarisabilité à haute fréquence est fonction de l'indice de réfraction

représenté par le terme: fin) = (n2 - 1) / (2n2 + 1)

Quant à la constante diélectrique, elle détermine la polarisabilité du

solvant qui inclut l'effet de la réorientation des molécules du solvant. A

cause de l'échelle de temps trop court de l'orientation moléculaire, cette

polarisabilité est dite à petite fréquence et est exprimée par le terme :

f(D) = (D -1) / (2D + 1)

Ce dernier terme tient compte des déplacements spectraux dûs à la

réorientation des dipôles de solvant et la redistribution des électrons dans

les molécules de solvant. Une augmentation de la constante diélectrique

doit aussi conduire à la stabilisation des états excité et fondamental.

Cependant, la diminution de l'énergie de l'état excité se produit seulement

après réorientation des dipôles du solvant. Ce processus nécessite le

mouvement de toutes les molécules du solvant et non de ses électrons.

Comme résultat, la stabilisation des états excité et fondamental du

fluorophore qui dépend de la constante diélectrique est fonction du temps,

tandis que la vitesse de stabilisation dépend de la température et de la

viscosité du solvant. Ainsi, l'état excité est déplacé vers les faibles énergies

à une échelle de temps comparable au temps nécessaire à la réorientation

du solvant.

Le premier terme fin) = (n2 - 1) / (2n 2 + 1) tient compte seulement

de la redistribution des électrons. Une augmentation de l'indice de
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réfraction du solvant permet aux états excité et fondamental d'être

stabilisés instantanément grâce aux mouvements des électrons à l'intérieur

des molécules du solvant. Il résulte de cette redistribution des électrons,

une diminution de la différence d'énergie entre les états excité et

fondamental.

La différence des deux termes pré-cités rend donc compte du

déplacement spectral dû à la réorientation des molécules du solvant. Ainsi,

seule la réorientation des molécules du solvant peut conduire à un

déplacement de Stokes important. La redistribution des électrons ayant lieu

de façon instantannée, l'état excité comme l'état fondamental sont

approximativement stabilisés de la même manière par ce processus.

Comme conséquence, la redistribution électronique a un effet relativement

mineur sur le déplacement de Stokes.

Ainsi, les interactions du fluorophore avec le solvant peuvent être

décrites en terme de moments dipolaires à l'état fondamental et à l'état

excité et les champs induits entourant ces dipôles. L'ensemble de ces

phénomènes peut être divisé en facteurs électroniques (polarisabilité

électronique, Re et Re*) et facteurs dûs à la réorientation des molécules du

solvant (polarisabilité moléculaire, Rr et Rr*).

Re = (21J/a3 ) fin)

Rr = (21J/a 3 ) /).1
Re* = (2J1*/a3 ) fin)

Rr* =(2J1*/a3 ) /).1

lorsque R réprésente le champ induit par le dipôle dans le milieu

diélectrique. Ce champ est parallèle et opposé à la direction du dipôle et est

proportionnel à la grandeur du moment dipolaire.
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Notons cependant que l'équation de Lippert n'est pas une expression

complète des effets généraux de solvant. BAKHSHIEV (1962), présente une

alternative réprésentée par l'équation:

he ~V'= .ôbV(D -1) / (D + 2)J - {(n2 - 1) / (n2 + 2)~(2n2 + 1)2/ (n2 + 2)2

+ constante

avec: .ôb = 2/hca3 (J12 - J1# - 2J1J1* cos a)

a réprésente l'angle formé entre !-l et !-l*

D'après cette équation, les effets généraux de solvant doivent

dépendre de l'angle (a) formé entre les moments dipolaires de l'état excité

et de l'état fondamental.

111-1-3 Travaux personnels

Pour des raisons d'ordre pratique, nous avons préféré utiliser

l'équation de Lippert, expression générale décrivant le déplacement de

Stokes obtenu pour un fluorophore donné en faisant varier la polarité du

milieu. Dans ce cas, la sensibilité d'une luminarine à la polarité du solvant

doit être proportionnelle au terme (!-l* - !-l); ce dernier serait alors constant

pour une 1uminarine donnée et de là, on peut construire des courbes de

calibrage des différents déplacements de Stokes en fonction de la

polarisabilité orientationnelle.

Ainsi, les variations des propriétés spectrales d'absorbance et de

fluorescence des luminarines en fonction du solvant seront discutées en

vue d'évaluer les effets de solvant sur les niveaux d'énergie des luminarines

à l'état fondamental et à l'état excité. Les différences entre les maximums

d'absorption et d'émission dans les solvants apolaires et polaires expliquent

que l'état excité des luminarines est plus sensible aux effets de solvant que
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l'état fondamental. Les spectres d'émission des luminarines dans différents

solvants montrent tous le même déplacement spectral, mais avec des

distributions qui suggèrent que le déplacement vers les grandes longueurs

d'onde est du à première vue aux effets généraux de solvant.

Pour évaluer l'importance des effets de solvant sur la différence

d'énergie entre l'état excité et l'état fondamental des luminarines, les

données relatives au déplacement de Stokes ont été analysées d'après la

théorie de l'interaction dipôle décrit par Lippert.

En première intention, nous avons classé les solvants étudiés en

solvants protiques, solvants avec des groupements hydroxyles capables de

former des liaisons hydrogènes (éthanol (ETOR), méthanol (MEOR) et

eau (H20)), et solvants aprotiques (cyclohexane (CycloH),

diisopropyléther (DiisopE), chloroforme (ChlorF), acétate d'éthyle

(Eth.Ac.), tétrahydrofurane (THF), dichlorométhane (Dichlorm),

diméthylsulfoxide (DMSO), diméthylformamide (DMF) et acétonitrile

(ACCN)).

Nous avons constaté que les solvants aprotiques donnent des

déplacement de Stokes plus petits que ceux obtenus avec les solvants

protiques. Ceci suggère que dans ces derniers solvants, à côté des effets

dipolaire généraux, l'interaction soluté-solvant par liaison hydrogène

contribue également à ce déplacement de Stokes (Figure 10).

En effet, le déplacement des électrons pendant le processus

d'excitation produit des structures de résonance dipolaire du noyau

luminarine; par conséquent, la formation de liaisons hydrogène entre les

solvants protiques et les luminarines à l'état excité est plus importante qu'à

l'état fondamental.
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Figure 10: Variation du déplacement de Stokes des solutions de

Lu.OH en fonction de la polarisabilité

orientationneUe des solvants

Lorsque l'on classe maintenant ces mêmes solvants en:

- solvants apolaires ne formant pas de liaisons hydrogène (cyclohexane) :,

groupe A

- solvants polaires ne fonnant pas de liaisons hydrogène (diisopropyléther,

chloroforme, acétate d'éthyle, tétrahydrofurane, dichlorométhane,

diméthylsulfoxide, diméthylformamide et acétonitrile) : groupe B
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- solvants polaires formant les liaisons hydrogène (éthanol, méthanol et

eau) : groupe C

nous remarquons que les luminarines fluorescent à plus courtes longueurs

d'onde dans les solvants du groupe A, que dans les solvants des groupes B

et C.

En résumé, les luminarines sont des molécules plus ou mOIns

polaires capables de former des liaisons hydrogène et subir des interactions

dipôle-dipôle. Cette interaction est probablement faible dans les solvants

du groupe A et, c'est pourquoi les bandes d'émission sont faiblement

déplacées vers les grandes longueurs d'onde. Dans les solvants polaires

(groupe B et C), les luminarines subissent une interaction dipôle-dipôle

plus importante qui abaisse le niveau d'énergie; comme elles sont plus

polaires à l'état excité qu'à l'état fondamental, le déplacement de Stokes

augmente par conséquent avec l'augmentation de la polarité du solvant.

D'une façon générale, à l'état fondamental et à l'état excité, la

molécule fluorescente est solvatée par une interaction du type dipôle­

dipôle, soit en raison de l'existence de dipôles permanents du solvant et du

soluté, soit de dipôles induits. Comme la répartition électronique de l'état

excité est différente de celle de l'état fondamental, le moment dipolaire

et/ou la polarisabilité de la molécule sera différente dans l'état excité et par

suite son degré de solvatation. Quand la molécule à l'état fondamental

absorbe un photon, elle se trouve dans un état excité métastable tandis que

la géométrie moléculaire et la configuration du solvant sont celles de l'état

fondamental. La réorientation du solvant en fonction du nouveau moment

dipolaire de la molécule excitée a lieu 10-11 à 10-12 sec après l'excitation.

Il se produit ainsi un état d'équilibre excité dans lequel le couple

fluorophore-solvant a une configuration optimale. Après émission, la

molécule retourne à l'état fondamental en conservant sa configuration de
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l'état excité. Une deuxième relaxation lui permet de revenir à sa

configuration initiale (Figure 11). Ces phénomènes se caractérisent ainsi

par une diminution de l'énergie lumineuse émise et par un déplacement des

longueurs d'onde d'émission vers le rouge.

~2
SOLVENT-~
RELAXATION

ABSORPTION

• •8 SI

• •
FLUORESCENCE ir,

• •G Sa• •
SOLVENT

RELAXATION

Figure Il : Schéma de la relaxation du solvant suivant

l'excitation et l'émission d'une molécule en solution

Pour les solvants du groupe A et B, l'effet de polarisation a été

prédominant. La valeur positive de la pente de la droite de régression

observée pour chaque luminarine indique que les luminarines sont plus

polaires à l'état excité qu'à l'état fondamental. L'interaction soluté-solvant

par polarisation à été plus importante pour les luminarines étudiées selon

l'ordre: Lu.OH ~ LU.12 > LU.8 ~ Lu.A134 ~ C.I02HS > LU.NNACR >

Lu.NPROH > Lu.3 > LuA > C.I02 > Lu.ll; comme en témoigne les
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différentes valeurs des coefficients de corrélation qui sont respectivement

de : 0,915; 0,912; 0,893; 0,890; 0,889; 0,860; 0,840; 0,814; 0,786; 0,668;

0,646. Dans l'eau, beaucoup plus que les alcools, le déplacement de Stokes

observé à été très différent de celui attendu si l'on se basait uniquement sur

les seuls effets de polarisation (Figure 10). Les luminarines semblent donc

subir d'autres types d'interactions (formation de liaisons hydrogène) avec

ces solvants. La comparaison des maximums d'émission des luminarines

dans le diméthylformamide (DMF) et l'éthanol (EfOH) permet également

de confirmer cette observation. En effet, ces deux solvants ont des

constantes diélectriques de 36,70 et 24,60 avec des moments dipolaires de

3,82 et 1,69 respectivement. La longueur d'onde d'émission des

luminarines est plus petite dans le DMF que dans ETOH. L'effet

bathochrome du spectre d'émission des luminarines dans l'éthanol ne peut

être attribué qu'à la formation de liaisons hydrogène entre les luminarines

et l'éthanol, liaisons qui n'existent pas dans le DMF.

Du point de vue structural, les luminarines possèdent, au niveau du

noyau quinolizinocoumarine, trois sites potentiellement accepteurs

d'hydrogène: l'azote (en position 4), l'oxygène (en position 12) et le

carbonyle de la lactone (en position Il). Parmi ces trois sites, le carbonyle

semble être le plus probablement concerné. L'oxygène étant moins basique

que le carbonyle, le déplacement du spectre d'émission vers le rouge serait

alors dû à la formation de liaison hydrogène entre l'oxygène du carbonyle

en position Il et les groupements hydroxyles des solvants protiques. Il s'en

suit que le transfert de charge intramoléculaire est facilité, ce qui entraine

vraisemblablement un déplacement de Stokes plus important et une

diminution du rendement de fluorescence (à titre d'exemple, voir Annexe

111-1 à 111-4, pages 315-318). La méthode de mesure du rendement
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quantique utilisée, ainsi que d'autres propriétés d'absorbance des

lurninarines sont présentées dans l'annexe 11-1 et 11-2 (pages 310-313).

Le pnenomène de transfert de charge Întramolèculalfe dans les

luminarines est donc plus important dans les solvants polaires que dans les

solvants apolaires. Si l'élargissement croissant des spectres d'absorption en

fonction de la polarité du solvant permet de s'en rendre compte, il n'en a

pas été de même pour les différentes valeurs de coefficient d'absorption

molaire (E) obtenues. Par exemple dans l'eau les valeurs de E pour la Lu. 12

et C.I02HS ont été respectivement de 2,04 x 104 1 mole- 1 cm-1 et

1,63 x 104 1mole-1 cm-l, ce qui explique les dliférences de transfert de

charge intramoléculaire entre les luminarines dans un solvant donné. Le

coefficient d'absorption molaire très élévé de la Lu.12 dans l'eau compense

sa très faible émission dans le même solvant. Dans les alcools et l'eau, le

rendement de tluorescence varie considérablement en fonction des

lurninarines. Ceci pourrait s'expliquer parla différence de polarité entre ces

solvants et leur capacité relative à former des liaisons hydrogène ainsi que

les pertes d'énergie par relaxation vibrationnelle liées au couple soluté­

solvant. Il ne nous a pas été possible d'accéder aux différentes valeurs de

capacité relative à former des liaisons hydrogène; néanmoins, de notre

étude il apparait clairement que la capacité relative de l'éthanol et du

méthanol à former des liaisons hydrogène avec les lurninarines diminue du

méthanol à l'éthanol. Ainsi comme le rendement de fluorescence doit

diminuer avec l'augmentation de la polarité et de la capacité relative à

former des liaisons hydrogène, on devrait s'attendre à ce que les

rendements de fluorescence de toutes les luminarines dans l'éthanol soient

supérieurs à ceux dans le méthanol. Toutefois ceci n'a pas été toujours le

cas, d'où l'idée de l'existence d'autres facteurs qui influenceraient le

rendement. Lorsqu'un fluorophore et le solvant dans lequel il se trouve sont
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capables de fonner des liaisons hydrogène, le fluorophore et les molécules

du solvant dissipent une partie de l'énergie de l'état excité à travers les

vibrations. Cette dissipation de l'énergie par relaxation vibrationnelle

diminue avec l'augmentation de la masse moléculaire du solvant. Le faible

rendement de fluorescence des luminarines dans l'eau comparé à celui dans

l'éthanol et le méthanol pourrait donc s'expliquer par une prédominance de

l'effet de relaxation vibrationnelle sur les effets dûs à la formation de

liaisons hydrogène et la polarité du solvant.

En conclusion il ressort de cette première étude que les propriétés

spectrales des luminarines sont influencées par les facteurs suivants dus au

solvant:

- les forces de dispersion (solvants apolaires et polaires) fonction de

l'indice de refraction.

- les forces électrostatiques (solvants polaires protiques ou aprotiques)

fonction de la constante diélectrique du solvant et du moment dipolaire du

soluté.

-l'aptitude à former des liaisons hydrogène entre les molécules du soluté et

celles du solvant.

Conformément à ce que laissait prévoir l'équation de Lippert nous

avons pu constater que les luminarines qui sont le plus sensibles à la

polarité du solvant sont celles qui subissent le plus grand changement de

leur moment dipolaire pendant l'excitation. D'une manière générale, la

présence des atomes d'oxygène et des groupements donneurs d'hydrogène

(carboxyle et hydroxyle) en position 9 du noyau quinolizinocoumarine

augmente la sensibilité des luminarines à la polarité du solvant. En toute

rigueur pour vérifier complètement l'équation de Lippert, nous aurions dû

déterminer le terme ~ - ~* de cette équation; mais cela nous aurait entrainé



66

à faire des mesures de moments dipolaires, ce qui nous éloignait de notre

propos.

Enfin, il est intéressant de noter que lorsque l'on connait la

polarisabilité orientationnelle d'un solvant, on peut prédire le déplacement

de Stokes d'une luminarine donnée dans ce solvant en utilisant le modèle

de la droite de régression (Figure 10) à condition de vérifier l'existence et

la linéarité de la relation. La démarche inverse permet de prédire la polarité

à partir des valeurs du déplacement de Stokes.

m-2 MODELISATION DE L'INTERACTION FLUOROPHORE-SOLVANT

PAR UNE ECHELLE DE SOLVATOCHROMIE : effets généraux et

effets spécifiques (modèle de Taft)

Du fait des limitations du modèle de Lippert, pour mieux élucider les

interactions entre les luminarines et les solvants, nous avons fait appel à la

notion de modélisation par une échelle linéaire de solvatochromie (modèle

de Taft) [KAMLEf et TAFf (1976); TAFf et KAMLEf (1976); KAMLEf et coll.,

(1977, 1981, 1983 et 1985); TAFf et coll., (1984)] dont le but est de relier énergie

et solvatation d'un système (LSERs : Linear Solvatation Energy

Relationships) du type :

y = constante + s(n:* + dfJ) + aa + bf3+ es + hfJH

lorsque: Y est le paramètre photophysique d'absorbance ou de

fluorescence, mesuré ou calculé (v'ex, v'em, v'O-O...) par

exemple, d'un composé dans le solvant défini par :TC *, a, ~, Ôet

l;.
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s, d, ~ b, e et h sont les coefficients qui réflètent la susceptibilité

de Y vis à vis de chacune des propriétés intrinsèques d'un

solvant.

:7t* est le paramètre traduisant la polarité ainsi que la polarisabilité

du solvant.

a est le paramètre traduisant le caractère donneur de liaisons

hydrogène du solvant (acidité).

~ est le paramètre traduisant le caractère accepteur de liaisons

hydrogène du solvant (basicité).

l; est le paramètre qui définit un coefficient de coordinence propre

aux solvants basiques.

ôH est le paramètre de solubilité de Hildebrand, une mesure des

interactions solvant-solvant qui sont interrompues pendant le

processus de formation des cages autour du soluté.

Ô est le paramètre de correction de polarisabilité. Les valeurs de Ô

reflètent le fait que les différences dans la polarisabilité

(exprimée en tenne d'indice de réfraction (n2 - 1)/(2n2 + 1) )

sont significativement plus grandes, entre les solvants

aliphatiques non chlorés, les solvants aliphatiques chlorés et

les solvants aromatiques, qu'à l'intérieur d'une même classe de

solvant. Le coefficient d affecté à ô est égale à zéro pour tous

les spectres électroniques qui subissent un effet bathochrome

avec l'augmentation de la polarité du solvant. Par contre, pour

les spectres subissant un déplacement hypsochrome en

fonction de la polarité du solvant, le terme d est nul seulement

lorsque l'on utilise les classes de solvant séparement.

De nombreuses autres classifications des solvants existent (modèle

de Kosower, modèle de Dirnroth et Reichardt...) [REICHARDT (1990)], mais
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notre attention s'est portée sur le modèle de Taft qui définit pour chaque

solvant les paramètres cités ci-dessus.

Ce modèle mathématique semble intéressant et plus complet pour

mettre en évidence le type d'interaction soluté-solvant.

Les relations linéaires reliant énergie et solvatation sont basées sur le

fait que les différences d'énergie (fréquence, constante d'équilibre ...) pour

de nombreuses réactions notées par i peuvent être exprimées comme une

fonction linéaire (ai~ + bi) mettant enjeu un vecteur commun (Xj) lorsque

les modifications structurales communes denotées Par j sont faites dans un

mélange réactionnel ou un solvant donné. Les premières applications de

cette théorie furent les lois de Bronsted pour les catalyses acides

[aj (pka)j + cil et basiques [~ (pkb)j + di] [BRONSTED et GUGGENHEIM

(1927)]. SWAIN et SCOTT (1953), furent les premiers à suggérer l'utilisation

d'une régression linéaire multiple (aixj + biYj + Ci) lorsque les changements

dans la structure influencent l'effet global des vecteurs en régression

multiple, mais sont presque indépendants lorsque ces vecteurs sont utilisés

séparement. A titre d'exemple, les propriétés de nucleophilie (xi) et

d'électrophilie (Yj) d'un solvant affectent les logarithmes des valeurs des

constantes de solvolyse [SWAIN et SCOTT (1953)]. La régression linéaire

multiple a été par la suite utilisée par plusieurs autres auteurs. Une étude

comparative détaillée de telles applications est fournie par la littérature

[SWAIN et coll., (1983a et 1983b); SWAIN (1984)].

Pour étudier les effets de solvant et des substituants (en position 9 du

noyau quinolizinocoumarine) sur les propriétés d'absorbance et de

fluorescence des luminarines, nous avons utilisé un test d'analyse de

variance appliqué au modèle dit de Taft, à partir des n = Il ensembles

d'observations de la variable dépendante Y (À.max, À.ex, À.em, À.O-O,
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vIa - vIf, E et cI>f), pour laquelle les longueurs d'onde sont tranfonnées en

nombre d'onde, et des p = 3 régresseurs (:Jt *, a et ~ ).

Ces études ont fait l'objet d'un article soumis à Analytica Chimica

Acta (accepté pour publication avec révision mineure), intitulé "Solvent

study on the 9-substitued quinolizinocoumarins used as precolumn

fluorescent and chemiluminescent reagents in high-performance liquid

chromatography" inséré ci-après et d'une communication par affiche,

intitulée "Use of 9-substitued quinolizinocoumarins in solution as

polarity sensors" qui a été présentée au Vth International Symposium on

Quantitative Luminescence Spectrometry in Biomedical Sciences

(University of Ghent, May 25-27, 1993).

ID-3 ARTICLE 1

"Solvent study on the 9-substitued quinolizinocoumarins used as

precolumn fluorescent and chemiluminescent reagents in high­

performance liquid chromatography"

AnaLChimActa, (1993), soumis pourpublication.

La luminescence des molécules est étroitement dépendante de leur

microenvironnement. La modification de cet environnement est mise à

profit en chromatographie liquide pour exalter ou inhiber la fluorescence

des analytes. Cette modification porte ainsi sur la composition de la phase

mobile. Elle concerne alors la nature et les proportions des solvants (effets

solvant), des tampons, le pH, la force ionique ou l'addition de composés

non fluorescents par eux-même mais qui interagissent avec les solutés. En

ce qui concerne le premier point, il est bien connu que par leur polarité,

leur constante diélectrique, leur indice de réfraction, leur viscosité et leur
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éventuelle possibilité de former des liaisons hydrogène, les solvants

interagissent avec les solutés modifiant ainsi leurs niveaux énergétiques

aussi bien à l'état fondamental qu'à l'état excité. Leurs propriétés spectrales

s'en trouvent transformées. Le déplacement des longueurs d'onde des

maximums d'excitation ou d'émission se répercutent sur les coefficients

d'absorption molaire, les rendements quantiques et sur les intensités de

fiuorescence.

Les molécules, sièges de transition :Tt->:Tt*, subissent un effet

bathochrome lorsque la polarité du milieu augmente en raison de la

formation d'interactions dipôle-dipôle ou de liaisons hydrogène à l'état

excité diminuant ainsi l'énergie de la transition Sl->SO. Les molécules

sièges de transition n->:Tt* subissent à l'inverse un effet hypsochrome

lorsque la polarité du milieu augmente. Lorsque les molécules présentent

simultanément les deux types de transition, les propriétés spectrales

observées sont la résultante de ces deux phénomènes.

Dans les mélanges de solvants, une étude expérimentale permet de

déterminer les conditions les mieux adaptées. Cependant, la nature de la

molécule doit également être prise en compte.

Ainsi, dans ce travail, les luminarines ont été étudiées d'un point de

vue spectroscopique, en raison des variations de leurs propriétés émissives

observées dans les différentes phases mobiles utilisées en chromatographie

liquide. Les paramètres photophysiques (Àex, ÎIem, Àmax, v'a-v'r, <Pr, À(}() et

E), mesurés à la température ambiante et dans 12 solvants, ont été analysés

en tenne de modification du microenvironnement des luminarines. Un

modèle de regression linéaire multiple nous a permis d'une part d'établir la

relation entre énergie et solvatation, et d'autre part de démontrer la

corrélation entre la structure du substituant en position 9 du noyau
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quinolizinocoumarine, et les' modifications spectrales observées exprimées

en tenne d'énergie.

Les résultats obtenus peuvent orienter le choix du type de

chromatographie (phase inverse, phase nonnale) à mettre en oeuvre pour

avoir la meilleure sensibilité de détection.
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Abstract

9-substitued fluorescent quinolizinocoumarin derivatives, named

luminarins, were extensively studied from a spectroscopie point of view,

due to the wide variation of the emissions observed with HPLC in different

mobile phase. Thus, photophysical parameters measured at room

temperature (Àex; Âem. 1...max, vla-v'f : Stokes shift, relative quantum yield

of fluorescence CPf, singlet level energy as 1...0-0, molar absorptivity : E ...)

were collected for eleven quinolizinocoumarin derivatives in twelve

solvents. The observed sPectroscopie variations associated with the change

in solvents, were analysed in terms of modification in the

microenvironment of the luminarin derivatives. For tbis, a multiple linear

regression analysis (MLRA) was performed in the Linear Solvatation

Energy Relationships model (LSERs). Moreover, the same regression

model was used to describe and demonstrate the correlation between the

structure of 9 sided chains with the observed spectral modifications.

Finally, the pratical consequences of such a study allowed to demonstrated

the influence of the microenvironment on the fluorescence detection of

luminarin derivatives after normal and reverse phase HPLC.
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Luminarins are quinolizinocoumarin compounds synthetized as

fluorescent and chemiluminescent reagents especiaIly for liquid

chromatography (1-8]. Among the eleven luminarins commercially

available eight shown their interest as precolumn fluorescent and

chemiluminescent reagents, Le. : luminarins 3, Il and 12 for aldehydes and

ketones [6-8], luminarin 4 for carboxylic acids [3], luminarins 1 and 2 for

amines [2,4,5], and recently luminarins 8 and 9 were developped for

amines [data not published]. Thus, the structural variations of the 9-sided

chain rules the reactivity of the probes, and the important emission

properties were due to the highly conjugated quinolizinocoumarin nucleus

(Figure 1).

On the other hand, as aIl fluorophore, luminarins have a relative

fluorescence quantum yield (CPf) highly influenced by the

microenvironment. The selection of mobile phase, when luminarin

compounds are used as derivatization reagents is of great importance.

Since these reagents have been successfuIly used both with normal and

reverse phase eluents, a practical and analytical consequence was the

important variation in the limit of detection (LOD) of the labelled

compounds in function to the chemical composition of the eluent. Since, in

aIl the studied applications [3,5,6-8], the emission of fluorescence is

strictly due to the quinolizinocoumarin moitie in absence of the

conjugaison with the labeIled compounds (i.e. : prostaglandin Ei,
histamine, proline, tyramine, malonaldehyde, acroleïne, pyrrolidine,

hydroxymethylfurfural...). The observed variation in LOD must be related

to the influence of various mobile phases (chloroform, hexane, methyl and

ethyl acetate, diisopropyl ether for normal chromatography [2,6,7],

acetonitrile, water [2-7] for reverse phase chromatography) on the <l>f and E

of the fluorophore part of the probe. As a consequence, we tried to obtain a



75

deeper knowledge of the absorption and emission properties of these

quinolizinocoumarin reagents at room temperature. This, in order to

establish a correlation between absorption and effilSSlon data, the

microenvironment and especially with respect to the

dipolarity/polarizability, donors and acceptors hydrogen character of the

solvent. In a second instance, the possible relation between the structure

and the solvent-solute interaction and the importance of the linking 9-sided

chain will be discussed.

EXPERIMENTAL

Chemicals

9 sided quinolizinocoumarins (luminarins) were synthetized and

purchased from Eurobio (Les Ulis, France). The structure of the eleven

compounds are depicted in Figure 1.

AlI the solvents used in this study were of spectroscopie grade, and

were carefully checked for the absence of fluorescent impurities; the water

used was purified and distilled twice.

Methods

- Absorbance spectra were recorded on a Model 2100 uv - visible

spectrometer (Shimadzu) at 2SoC using a 10 mm optical path quartz

cuvette. AB emission measurements were made at 2SoC on a LS SO

luminometer (Perkin - Elmer) using a 10 mm optical path quartz cuvette.

The emission and excitation slits were set at 2.S nm. The relative

fluorescence quantum yield was considered as the ratio of the total

fluorescence intensity to the absorbance (IF/A) at the maximum of

excitation of the corresponding luminarin solutions, in arbitrary units,
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according to Parker and Rees [9]. The Stokes shift, vIa-v'f, was calculated

as : v'a-v'f (cm-1) = 107(lIÀex - 1/Â. em) where Àex and Àem are the

corrected maximum wavelengths for excitation and emission and are

expressed in nanometers. The first singlet - state energy level (Est) was

noted as the corresponding measured wavelength of the 0-0 transition ÂO-O.

No statistical difference was found (p < 0.05) between measured ÂO-o and

calculated Â.Q-o according to the following equation :

1/À.Q-0 = 112 (l/Àem + lIÀex) [10].

For LSERs model, transformation ln wavenumber (v') was

systematically performed.

- Multiple linear regression analysis (MLRA) was performed with a

STA1WORKS lM Software. In each run, the regression coefficient (r) and

the probability (p) related to the regression were systernatical1y calculated.

A p value less than 0.05 was considered significant.

Attempts to correlate the photophysical data with the

microenvironment as well as the structure of the 9-sided chain of the

eleven studied luminarins were achieved with the Linear Solvatation

Energy Relationships (LSERs) of Kamlet and co-workers [11-14].

Thus, twelve solvents were chosen in order to study different

chernical interactions with the luminarin derivatives. Moreover, the choice

of the solvent was influenced by their possible use as eluent in normal or

reverse phase HPLC. The selected solvent-solute interactions were : 3t *, a

and ~ according to LSERs model [14] for which corresponding values for

the selected solvents are shown in Table 1. 3t*, being the

dipolarity/polarizability parameters which measure the ability of the

solvent to stabilize a charge or a dipole by dielectric effect; a, the

pararneter describing the ability of the solvent to donate a proton (acidity);

and ~, the pararneter which represents the ability of accepting a proton
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(basicity character of the solvent). In order to simplify the whole LSERs

mode!, no other solvent-solute parameters were taken into account.

Therefore, the multiple linear regression analysis between the rneasured

spectroscopic parameters Y (v'em, v'a-O...) and the three main regressors

describing the solvent-solute interactions leads to the general equation :

y = an *+ ba + cfl + e

where e is the constant term, and a, b, c are the coefficients respectively

affected to Jt *, a, ~ and calculated by the multiple linear regression

analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

Room temperature photophysical data

In order to correlate the spectroscopic data with the

microenvironment and the structure, six sets of the data were measured or

calculated for the eleven luminarins in the twelve chosen solvents Le. :

Amax (Table 2), E (Table 3), Aex and Aem «Table 4), vla-v'f (Table 5),

IF/A (Table 6) and Ao-O (Table 7).

Such a large collection of run data is difficult to interpret;

nevertheless, sorne general trends can be defined. As can he seen the

emission band (Table 4) is almost constantly affected by the global polarity

of the solvent with a shift depending on the compound. The general

observed bathochromic shift appears consistent with the 31: --> Jt * nature of

the lowest transition of luminarins. Moreover, the change in polarity has no

effect on the shape of the excitation and the emission band.

On the other hand the 31: --> 31:* nature of the SI state is weIl

supported by the increase in the Stokes shift (Table 5), Aem (Table 4) and

ÂO-O (Table 7) with the solvent polarity. Moreover, this strongly suggests
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that dipole-dipole interaction and hydrogen bonding can contribute to

lower the SI state energy level and consequently increase the Stokes shift.

This latter point is in agreement with the decreased fluorescence ernission

(IF/A) associated with the increase in polarity. In addition, such a

behaviour has aIready been reported with other coumarinic derivatives

[15].

LSERs model and 9-substitued quinolizinocoumarins

The above considerations, aIthough of generaI interest, do not lead

to a precise insight into the solvent-solute interactions as we wanted. In this

matter, numerous attempts of correlation between spectroscopie data and

the polarity of a solvent with respect to the structure of the solute were

described in the literature (see for review [11-14, 16-19]). Although none

of them perfectly describes the complexity of the solvent-solute

interactions, we chose the Linear Solvatation Energy Relationships

(LSERs) model due to numerous reports indicating its relative versatility in

different areas of chemistry. On the other hand, vaIid results, related to the

Dirnroth and Reichardt's (ET(30)), the dipole factor (M) and Hildebrand.

solubility (ôw parameters, were clearly established with sorne coumarinic

fluorescent probes derivatived from the 7-arnino coumarin [20-22]. These

coumarinic derivatives, as luminarins, apPear of interest with resPect to the

LSERs approach. Therefore, the described multi-linear regression anaIysis

was performed for aIl the above mentioned spectroscopie parameters. The

correlations were, then, analysed according to the classical statistical

methodology of the analysis of variance. For sPectroscopically significance

of the LSERs model, the dependent parameter (Y) must be directly

correlated to solvatation energy, thus, wavenumbers (v') and frequencies
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(v) must he selected [23]. The obtained correlations were not identical for

all the tested photophysical parameters and fol1ow the order :

v'O-O > v lem> v'a-v'f > v 'ex with v'o-o, v'em, V'ex the wavenumhers

(in cm-1) corresponding to ÀO-O, Âem and Âex respectively.

As an example, Tables 8,9,10 and Il report the LSERs multi-linear

regression analysis for Vi em (average r =0.978), v 'ex (average r =0.830),

v'o-o (average r =0.987) and v'a-v'f (average r =0.925). The emission

wavenumbers (v'ew and 0-0 transition wavenumbers (v 10-0) appear as the

most correctly correlated dependent parameters with respect to the

variation of polarity of the twelve tested solvents and this for the eleven

luminarins. This suggests that the excited luminarins (SI state) appear as

extremely sensitive to the modification of the microenvironment,

especially when dipole-dipole or / and hydrogen bondings occur.

Moreover, as shown in Table 8 to Il, the coefficients a, band c fol1ow a

common trend: the contribution of a and b coefficients apPears generally

more important that of c. This suggests that the spectroscopic observed

variations of luminarins in function of the polarity of the solvent is mainly

ruled by the dipole-dipole interaction and the ability of the solvent to

donate protons (acidic character).

It should he pointed out that these two points are in agreement with

structural considerations concerning quinolizinocoumalinic compounds in

which the presence of amino and carbonyl groups are susceptible of dipole­

dipole formation and capable of accepting protons, due to the available

pairs of electrons.

Therefore, luminarin derivatives should act as sensors of the

variation of the dipolar character as weIl as the acidity character of the

microenvironment. As a direct consequence, luminarin derivatives should

he less sensitive to the variation of the basicity character of the solvent.
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These latter considerations are in agreement with the measured signaIs in

HPLC of labelled luminarin derivatives [1,2,6,7]. The oost fluorescence

perfonnances in HPLC, defined in tenn of intrinsic fluorescence sensitivity

(IFS), were observed in moderately polar, hydrogen-bond acceptor and

non-hydrogen bonding, solvents (i.e. : dimethylsulfoxide and methylene

chloride). These results suggests the selection of ethyl acetate,

tetrahydrofuran, methylene chloride, dimethylsulfoxide and

dimethylformamide to sensitize the fluorescence of the luminarin

derivatives. These solvents have the further advantage of dissolving high

concentrations of luminarin derivatives, and can be used in postcolumn

reactions enhancement after normal or reverse phase HPLC [2-8].

Relationship between the structure of the 9-sided chain and the

selected dependent parameters

Because of the common quinolizinocoumarin nucleus, the observed

spectroscopic variations in function to the solvent must be due to the

structural difference of the 9-sided chain only. To validate this assumption,

an attempt to correlate the structural variation of the chain with the

observed Vlû-O, v'ex, v'a-vlf, and VI em were performed in each solvent. As

in the former case, the multiple linear regression analysis (MLRA) tool

was used to achieve this goal. First of all, it was necessary to define the

regressors involved in MLRA. Due to the numher of studied luminarins

(n =Il), no more than five regressors could he chosen (the 2n rule) [24].

After careful analysis of the structure of the eleven 9-sided chains, four

groups of regressors (Ri) were selected and in each group a weight (wi)

was attribued for each selected regressor in function of its estimated

contribution to the solvent-solute interactions according to the LSERs

model (Table 12). Using this approach, one can define : the chemical
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solvent-solute interactions involved, the chemical nature of the regressor

and the nwnber of regressors involved in a 9-sided chain.

Table 13 reports the regression coefficient (r) and the associated

probability (p) corresponding to the MLRA performed with v '0-0, v'em,

v'a-vf and v'ex. As can been seen , the best dependent parameters (Y)

appeared to be v'o-o and v'em which globaly show the best average

correlation (0.855 and 0.888, respectively), and among all the tested

solvents, the best correlations were obtained in DMF (0.964 and 0.975,

respectively). This latter observation agrees with the importance of the

dipole-dipole interaction and thus underlines the importance of the oxygen

atom in the 9-sided chain. On the other hand, it should be pointed out that,

as reported in Table 8 to 11, the coefficient a of the 3t* index is always

predominent in comparison with the b and c coefficients. This, indirectly

corroborates the choice of the structural regressors (Ri) as weIl as their

affected weights (wi).

Lastly, Table 13 shows clearly that the spectroscopic data related to

the absorption (v'ex) and Stokes shift (v'a-vf) are poorly correlated with

the structure of the side chain on the contrary of v'o-o and v'em. Thus, the

structure of the excited molecule appears to he essentialy involved in the

solvent-solute interactions, and the oxygen atoms located in the side chain,

to play a crucial role. As an example, the regression analysis performed for

the luminarin derivatives studied in DMF is depicted in Figure 2.

In conclusion, the interest of the statistical tool of multiple linear

regression analysis (MLRA) was to correlate the photophysical data of

luminarins and their solvent-solute interactions via the LSERs model, as

weIl as to stress the role of the side chain structure in this interaction. In

such a way, the drastic difference in the fluorescence signaIs of the

luminarin lahelled derivatives analysed in HPLC, cao now be more clearly
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understood. More precisely, the very low LODs observed with moderately

polar, non-hydrogen-bonding and hydrogen-bond acceptor, solvents (Le. :

dimethylsulfoxide and methylene chloride) used as coeluent in HPLC can

be related to the limited solvent-solute interaction between the oxygenes)

of the 9-sided chain and the mobile phase during the excited SI state of the

luminarin derivatives. Consequently, an important emission of

fluorescence can he observed in such conditions.
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6

5

2

1 R: CH3 (C.102)
2 R : CBzO(CH2-CHzO)2-CH3 (C.102 HS)

3 R: CHz-OH (Lu. OH)

4 R: CHz-COOH (Lu.AI34)
5 R : CHz -CO-NH-NH2 (Lu. 3)
6 R : CBz-CO-NB-(CHz}4-NHz (Lu.4)
7 R : CHz-CO-NB-(CH2)s-COOH (Lu.S)

8 R : (CHZ)4 -CO-NH-NH2 (Lu. Il)

9 R : CHzO(CHz-CHzO)2-CHz-CO-NH-NHz (Lu.12)
10 R : CHz-CO-NB-(CHz}.z-CHzOH (Lu.NPROH)
Il R: CH.z-CO-NB-N=CB-CB=CH.z (Lu.NNACR)

Figure 1. Structure of luminarins studied.
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Figure 2. Results of a multiple linear regression analysis (MLRA) using

the weights of the selected regressors to predict the luminarin v'em in

DMF. The predict v'em was calculated from the regression equation :

v'em = 21676.04 (± 118.68) + 209.30 (± 28.06) RI + 198.14

(± 64.82) R2 + 14137 (± 44.48) R3 - 108.72 (± 19.16) 14.

r2 = 0.9498, P=0.002

The numbers in parentheses represent the standard deviations of the

coefficients, and .(l the square of the correlation coefficient, indicating the

fraction of the variance of the dependent variable (v'enV predicted by the

regression model. In the present case, 95% of the variance associated with

v'em of derivatives is accounted by the multiple regression mode!. In the

box : the corresponding residual analysis. For other details, see conditions

in text.

Compounds: 2, C.102 HS; 3, Lu.OH; 4, Lu.A134; 5, Lu.3; 6,Lu.4; 7, Lu.8;

8, Lu.l1; 9, Lu.l2; 10, Lu.NPROH; Il, LU.NNACR.



Table 1. Solvatochromic parameters (1t*, a, fJ) according to Kamlet and co-workers [14].

Solvent Type solventa 1t*b a C fJd

Cyclohexane (CycH.) NHB 0.00 0.00 0.00

Diisopropyl ether (DiisopE.) HBA 0.27 0.00 0.49

Chlorofonn (Chlorf.) NHB-HBD 0.58 0.44 0.00

Ethyl acetate (Eth.Ac.) HBA 0.55 0.00 0.45

Tetrahydrofuran (THF) HBA 0.58 0.00 0.55

Methylene chloride (Dichlorm.) NHB 0.82 0.30 0.00
~

Dimethylsulfoxide (DMSO) HBA 1.00 0.00 0.76

Dimethylformamide (DMF) HBA 0.88 0.00 0.69

Ethanol (ETOH) HBA-D 0.54 0.83 0.77

Acetonitrile (ACCN) HBA-HBD 0.75 0.19 0.31

Methanol (MEOH) HBA-D 0.60 0.93 0.62

Water HBA-D 1.09 1.17 0.18

aNHB (non-hydrogen-bonding solvent); HBA (hydrogen-bond accepior); HBD (hydrogen-bond donor); HBA-D (amphiprotic hydrogen bond acceptor-donor);

NHB-HBD (usually act as non-hydrogen-bonding solvents, but have shown weak HBD properties with strong HBA indicator solutes).

brhe 1t* scale is an index of solvent dipolarity/polarizability, which measures the ability of the solvent to stabilize a charge or a dipole by virtue of ils dieJectric

effect.
trhe a scale of solvent HBD acidities describes the ability of the solvent to donate a proton in a solvent-to-solute hydrogen bond.
dTL_ 0 _~~I~ ~r n~I ........ un li. h'JIClÎrÎtÎPCl nrnvÎrtpC! Il mp\tCltlrp nf thp l;lnlvpnt'l;l :lhilitv tn grrpnt 'JI "rntnt) 1cf",n...... n nI........."'.......n • .,' .- - - .1 ••<. <-



Table 2. Wavelengths of absorbance maxima (Àrnax, in nm), for the luminarins studied in various solvents.

Compounds C.102 C.102HS Lu.OH LU.A134 LU.3 Lu.4 Lu.8 LU.11 LU.12 Lu. NPROH Lu.NNACR
Solvenls

CycH. 363 373 364 364 374 363 355 365 - 371 389

DiisopE. 366 375 367 373 377 376 379 368 376 377 373

Chlorf. 372 392 390 395 403 401 404 392 394 403 399

Eth.Ac. 365 379 374 380 382 384 384 377 380 384 382

THF 368 380 376 382 383 385 384 378 381 383 383 ~

Dichlm. 374 391 388 392 399 , 397 400 389 391 400 396

DMSO 374 393 389 388 3% 394 395 391 392 395 397

DMF 372 389 385 384 392 392 391 388 389 391 392

EfOH 376 392 388 386 398 395 394 395 395 3%

ACCN 370 387 384 382 391 391 391 385 387 392 393

MEOH 375 394 392 391 399 399 397 393 394 398 399

Water 386 404 398 393 408 408 408 399 404 408 408



Table 3. Molar absorptivity (E, x 104 1mot1cm-1) for the luminarins studied in various solvents.

Compounds C.102 C.l02HS LU.OH LU.AI34 Lu.3 Lu.4 LU.8 LU.ll Lu.12 LU.NPROH LU.NNACR
Solvents

CycH. 2.78 2.03 - - 1.52 - - - - - 2.83

DiisopE. 2.69 2.30 2.15 1.59 2.15 - - 3.05 3.26 0.85 2.74

Chlorf. 1.91 2.59 2.57 2.42 2.83 1.85 2.57 3.09 3.15 2.38 2.97

Eth.Ac. 2.13 2.20 2.10 2.08 2.58 1.51 2.05 3.19 2.70 1.90 2.69

THF 2.36 2.81 2.71 2.76 2.71 2.00 2.68 3.07 2.80 2.52
00

2.61 '0

Dichlm. 2.48 2.96 2.98 2.86 3.06 2.23 2.82 3.49 3.33 2.85 3.40

DMSO 1.91 2.27 2.25 2.24 2.46 1.78 2.18 2.81 2.82 1.99 2.66

DMF 1.94 2.29 2.21 2.23 2.47 1.77 2.12 2.82 2.56 1.99 2.56

ETOH 2.01 2.25 2.27 2.28 2.45 1.73 2.15 3.06 2.50 2.07

ACCN 1.93 2.39 2.26 2.19 2.56 1.64 2.12 2.72 2.62 2.06 2.67

MEOH 1.98 2.38 2.26 2.44 2.69 1.92 2.28 3.03 2.77 2.21 2.77

Water - 1.63 1.14 0.74 1.96 • 1.17 1.21 2.07 2.04 1.52 1.98



Table 4. Excitation and emission wavelengths (f...ex!Â.em , in nm) of the studied luminarins in various solvents.

Compounds C.102 C.I02HS LU.OH LU.A134 Lu.3 LuA LU.8 LU.II LU.12 LU.NPROH LU.NNACR
Solvents

-

CycH. 363/409 380/424 378/421 380/412 375/420 377/419 386/423 365/412 -/- 383/423 381/421

DiisopE. 366/418 3811428 365/424 373/419 377/424 384/425 383/423 368/416 3811441 385/424 379/423

Chlorf. 383/435 395/453 3911455 392/443 394/450 400/452 399/454 392/442 390/458 4011451 398/453

Eth.Ac. 376/427 385/448 380/447 386/443 387/444 387/444 388/448 384/429 384/451 3911447 389/444

THF 380/428 384/448 383/447 388/441 388/443 392/446 389/444 382/428 382/451 389/446 389/444 ;g

Dichlm. 388/442 393/460 393/462 3911440 399/456 399/452 397/462 389/443 393/459 400/455 395/454

DMSO 389/452 393/473 392/472 392/454 394/464 3941464 393/461 3911455 392/474 394/464 394/465

DMF 384/447 393/472 388/463 388/449 393/459 392/454 394/455 388/450 392/474 393/461 394/461

EfOH 389/463 393/483 3911475 392/461 397/475 395/474 395/476 394/468 393/490 393/472 -/-

ACCN 384/445 383/473 385/469 389/448 394/464 394/462 392/468 387/448 390/473 393/465 394/466

MEOH 390/465 396/489 392/486 393/470 399/481 395/479 394/481 393/471 394/498 397/476 397/480

Water 386/475 397/511 396/506 397/484 403/502 400/505 403/503 399/489 404/512 398/503 397/499



Table 5. Stokes shifts (V'a-V'f, in cm- I ) for the luminarins studied in various solvents.

Compounds C.102 C.I02HS LU.OH LU.A134 LU.3 Lu.4 LU.8 LU.ll LU.12 LU.NPROH LI..NNACR
Solvents

CycH. 3098 2731 2702 2044 2857 2659 2266 3125 - 2469 2494

DiisopE. 3399 2882 3812 2943 2940 2512 2469 3135 3571 2389 2745

Chlorf. 3121 3241 3597 2r:r37 3158 2876 3036 2886 3807 2765 3051

Eth.Ac. 3177 3653 3944 3333 3317 3317 3452 2732 3869 3204 3184

THF 2951 3720 3738 3097 3200 3089 3184 2814 4005 3285 3184 \0
1--'

Dichlm. 3149 3706 3800 2848 3133 2r:r39 3544 3134 3659 3022 3290

DMSO 3583 4304 4324 3484 3829 3829 3753 3597 4413 3829 3875

DMF 3670 4259 4175 3501 3659 3484 3403 3551 4413 3753 3689

EfOH 4109 4741 4523 3818 4136 4219 4308 4013 5037 4259

ACCN 3570 4968 4652 3386 3829 3736 4143 3518 4499 3940 3921

MEOH 4136 4803 4934 4169 4273 4440 4591 4214 5300 4181 4356

Water 4854 5619 5490 4528 4894 5198 4r:r33 4613 5221 5245 5149



Table 6. Relative fluorescence quantum yields (IF/A, in A.U.) for the luminarins studied in various solvents. IF/A was calculated as the

ratio of fluorescence intensity by corresponding absorbance in arbitrary units according to Parker and Rees [9].

Compounds C.I02 C.I02HS LU.OH LU.A134 Lu.3 Lu.4 LU.8 LU.l1 LU.12 Lu.NPROH LU.NNACR
Solvents

CycH. 3.87 2.96 - - 0.65 - - - - - 0.70

DiisopE. 3.04 2.46 2.36 0.25 0.71 - - 1.50 0.97 3.13 3.07

Chlorf. 2.24 2.70 2.42 0.73 0.78 2.26 1.21 1.15 1.64 2.83 2.54

Eth.Ac. 2.06 2.27 2.33 1.73 3.29 2.22 2.19 3.52 2.30 2.92 2.96 ~

THF 2.58 2.58 2.58 2.58 2.en 3.08 2.73 3.25 2.11 3.00 3.16

Dichlm. 3.81 3.64 3.08 1.26 2.62 2.44 0.28 3.50 1.69 3.43 3.38

DMSO 2.60 2.33 2.47 3.23 3.73 2.77 2.96 4.18 4.24 2.91 3.51

DMF 2.11 2.02 2.09 2.78 2.52 2.47 2.51 3.31 2.04 2.56 2.68

EfOH 2.18 1.67 1.72 2.49 2.25 1.94 2.14 2.90 1.56 2.14

ACCN 2.25 1.89 1,93 2.66 2.41 2.29 0.56 3.12 1.80 2.38 2.24

MEOH 2.04 1.45 1.53 2.29 2.53 1.82 1.98 2.62 1.38 2.00 2.13,

Water - 0.72 0.80 1.59 1.26 1.03 1.32 1.93 0.79 1.23 1.18



Table 7. 0-0 transition wavelengths (ÀQ-o, in nm) for the luminarins studied in various solvents.

Compounds C.I02 C.l02HS LU.OH LU.AI34 LU.3 LU.4 LU.8 LU.l1 LU.12 LU.NPROH Lu.NNACR
Solvents

CycH. 386 397 397 388 395 394 397 388 - 399 400

DiisopE. 394 405 400 394 402 402 403 395 408 405 400

Chlorf. 412 427 426 417 428 429 431 415 428 430 424

Eth.Ac. 402 417 412 412 413 415 417 406 417 416 415

THF 403 416 411 412 414 414 415 405 417 415 415 ~

Dichlm. 414 428 427 414 429 428 430 417 429 429 422

DMSO 419 435 428 422 429 429 429 423 435 429 427

DMF 414 429 424 418 425 425 424 420 431 425 425

EfOH 423 439 435 426 439 436 435 430 442 436

ACCN 415 431 426 417 427 427 428 418 431 427 427

MEOH 425 444 440 430 441 441 440 433 445 441 434

Water 429 465 462 446 462 460 461 448 466 462 442



Table 8. Equation between solvatochromic parameters (31:*, a and (3) and v'em values for the luminarins studied in various solvents.

Compounds

C.102

.. C.102HS

LU.OH

Lu.A134

Lu.3

Lu.4

LU.8

LU.11

LU.12

LU.NPROH

Lu.NNACR

y (v'em, in cm- 1) = a31:* + ba + cf3 + e

y = - 1714.1631:* - 1498.02 a - 902.17 (3+ 245%.22

y = - 2213.10 31:* - 1591.78 a - 792.18 ~ + 23876.20

y = - 2335.45 31:* - 1513.02 a - 482.17 f3 + 23937.98

y = - 1736.76:rc* - 1401.36 a - 818.23 (3 + 24299.50

y = - 2029.57 31:* - 1613.43 a - 576.65 ~ + 23987.42

y = - 1%7.14:rc* - 1688.18 a - 559.04 f3 + 23982.39

y = - 1%3.01 :rc* - 1636.11 a - 217.14 f3 + 23742.67

y =-1863.8631:* - 1791.50 a - 734.79 ~ + 24540.59

y =-1841.9331:* - 1742.45 a - 1161.59 ~ + 23675.60

y = - 2072.43 :rc* - 1424.48 a - 429.72 f3 + 23869.88

y = - 2078.18 31:* - 1468.74 a - 509.10 ~ + 23943.53

ra/pb

--
0.984/< 0.001

0.975/< 0.001

0.979/< 0.001

0.974/< 0.001

0.982/< 0.001 ':&.

0.9851< 0.001

0.971/< 0.001

0.983/< 0.001

0.980/< 0.001

0.976/< 0.001

0.973/< 0.001

aCorrelation coefficient.

Drhe value of p indicated the probability that correlation would occur by chance sampling fluctuation. The smaller the value of p, the greater the probability that

the correlation was due to the influence of the independent variable(s) on the dependent variable. A p value of less than 0.05 was considered significant in this

study.



Table 9. Equation between solvatochromic parameters (31:*, a and p) and v'ex values for the luminarins studied in various solvents.

Compounds y (v'ex. in cm -1) =an* + ba + cp + e r/p

C.102 y =-1350.82 n* - 340.62 a - 544.97 P+ 27338.65 0.783/0.046

C.I02HS y = -193.87 n* - 465.71 a + 233.18 p + 25787.55 0.629/0.236

LU.OH y = -1189.19 n* - 410.82 a + 208.59 p + 26637.38 0.739/0.084

LU.A134 y = -378.80 n* - 406.41 a + 376.fr7 P+ 25895.38 0.626/0.241

Lu.3 y = -1279.25 n* - 624.80 a + 19.96p + 26552.91 0.9401< 0.001 ~

Lu.4 y = -1051.33 n* - 373.08 a + 203.12 p + 26199.86 0.874/0.007

LU.8 y = -764.41 n* - 420.99 a + 380.25 p + 25936.91 0.935/0.001

LU.ll y = -1539.91 n* -734.07 a - 196.19 P+ 27221.66 0.924/0.001

LU.12 y = -1093.06 n* - 608.18 a + 22.42 p + 26582.27 0.977/< 0.001

LU.NPROH y = -7fr7.fr7 n* - 289.95 a + 353.75 p + 25898.67 0.845/0.014

LU.NNACR
,

y = -966.62 n* - 282.69 a + 189.83 p + 26179.81 0.853/0.022



Table 10. Equation between solvatochromic parameters (n;*, a and p) and v'o-o values for the luminarins studied in various solvents.

Compounds y (v'o-o. in cm-1) = ax*+ ha + cf3+ e r/p

C.102 y = - 1523.99:n;* - 987.82 a - 513.50 f3 +25830.22 0.9681< 0.001

C.I02HS y = - 1945.11 :n;* - 1386.36 a - 331.39 f3 + 25236.56 0.9951< 0.001

LU.OH y = - 1843.19:n;* - 1488.'64 a - 28.96 f3 +25289.50 0.994/< 0.001

LU.AI34 y = - 1767.15:n;* - 1171.5O a - 453.58 f3+ 25735.84 0.979/< 0.001

~
LU.3 y = - 1860.69:n;* - 1504.24 a - 152.42 P+ 25282.22 0.9941< 0.001

Lu.4 y =-1898.24 :n;* - 1410.59 a - 132.54 f3 +25284.61 0.991/< 0.001

LU.8 y = - 1845.38:n;* - 1348.83 a - 73.70 f3 +25099.31 0.9911< 0.001

LU.ll y = - 1798.77 :n;* - 1387.82 a - 506.67 f3 +25842.66 0.992/< 0.001

LU.12 y = - 1865.73 :n;* - 1425.74 a;' 415.88 P+ 25172.10 0.995/< 0.001

Lu.NPROH y = - 1703.73:n;* - 1394.29 a - 2.fn f3+ 25034.69 0.9961< 0.001

LU.NNACR
,

0.9571< 0.001Y =-1529.81 :n;* - 846.14 a - 167.00 P+25058.22



Table Il. Equation between solvatochromic parameters (n*, a and P) and V'a-v'f values for the luminarinsstudied in various solvents.

Compounds y (va-vif, in cm -1) =a:1l* +ba + cf3 + e r/p

C.I02 y =346.04 n* +1015.73 a+ 494.72 p+ 2821.76 0.895/0.004

Ç.l02HS y = 1799.27 n* + 863.42 a +964.67 p+ 2321.84 0.880/0.006

LU.OH y = 1121.44 n* + 959.25 a +733.37 p+ 2821.94 0.926/0.001

LU.AI34 y = 841.54:11* + 954.83 a +914.01 p+ 2129.22 0.9581< 0.001

LU.3 y =750.78 n* +988.76 a + 596.64 p+ 2565.13 0.938/< 0.001 ~

Lu.4 y =916.07:11* + 1294.97 a +761.97 p+ 2217.47 0.925/0.001

LU.8 y = 1198.56 n* + 1215.14 a + 597.47 p+ 2194.23 0.935/0.001

LU.ll y =324.35 n* + 1057.53 a +538.26 P+ 2680.92 OJr76/0.007

LU.12 y =748.66:11* + 1134.05 a + 1183.68 p+ 2906.95 0.9581< 0.001

Lu.NPROH y = 1284.39 n* + 1134.95 a+ 783.37 p+ 2028.82 0.921/0.001

,
Lu.NNACR y = 1110.91 n* + 1186.59 a + 699.00 p+ 2236.55 0.9591< 0.001
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Table 12. Regressors (Ri), chemical functions and corresponding weights (wi)

describing the structure of the sided chain for multiple linear regression analysis

(MLRA). General equation : Y =e + aRl + bR2 + CR3 + dR4

Regresser CRi) Chemical functien Weight(wÙ

RI lst group: -COOH 4
hydrogen donating -OH 1
doner

R2 2nd group: -NH2 2
hydrogen acceptor -NHNH2 1

R3 spacer -(CH2>n- 1

R4 hydrogen acceptor -0- 2
and dipole center



Table 13. Correlation coefficient (r) and probability (p) corresponding to the multiple linear regression analysis (MLRA) between the

effects of the donor (COOH, OH), the acceptor (NH2, NHNH2), the spacer (CH2) and the oxygen atom, of the 9-sided chains of the studied

luminarins, and the v'O-o, v'em, v'ex and v'a-'V'r values in various solvents.

Solvents

r

v'o-o

p r

v'em

p r

v'ex

p r

v'a-v'f

p

CycH. 0.825 0.241 0.850 0.189 0.911 0.076 0.927 0.054

DiisopE. 0.895 0.053 0.954 0.008 0.675 0.468 0.325 0.956 ~

Chlorf. 0.765 0.272 0.819 0.167 0.376 0.924 0.600 0.624

Eth.Ac. 0.931· 0.021 0.979 0.001 0.785 0.231 0.755 0.294

THF 0.960 0.006 0.975 0.002 0.773 0.257 0.848 0.117

Dichlm. 0.700 0.413 0.693 0.430 0.695 0.424 0.665 0.490

DMSO 0.942 0.013 0.894 0.055 0.764 0.274 0.830 0.146

DMF 0.964 0.004 0.975 0.002 0.609 0.606 0.843 0.125

EfOH 0.903 0.089 0.915 0.072 0.561 0.765 0.908 0.082

ACCN 0.881 0.070 0.868 0.087 0.590 0.642 0.800 0.202

MEüH 0.824 0.157 0.877 0.075 0.599 0.625 0.734 0.338
•

Water 0.672 0.474 0.853 0.109 0.743 0.319 0.823 0.159
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Deux rappels bibliographiques généraux sur la réactivité des

hydrazides d'une part et sur l'analyse par chromatographie en phase

liquide des aldéhydes, cétones, nucléosides et nucléotides d'autre part sont

exposés dans cette partie.

Après avoir cité les caractéristiques des différentes méthodes

existantes, nous explorons les possibilités offertes par une dérivation des

aldéhydes, cétones, nucléosides et nucléotides, avec les luminarines

hydrazides, préalablement à leur séparation par chromatographie liquide

de partage en phase normale et à polarité de phases inversée. Cette

transformation outre qu'elle améliore le comportement chromatographique

du composé initial, permet de le détecter en spectrophotométrie UV,

fluorimétrie ou en chimiluminescence.

L'essentiel des travaux présentés dans cette partie porte sur le

développement de nouvelles méthodes d'analyse des aldéhydes, cétones,

nucléosides et nucléotides, d'en établir les avantages et les limites et de

comparer leurs performances par rapport aux méthodes proposées

précédemment. Dans cette optique, cinq composés (malonaldéhyde,

acétylacétone, cytidine, cytidine et adénosine monophosphates) ont été

sélectionnés comme modèle de base pour appréhender les paramètres mis

en jeu dans la dérivation et la séparation et pour mesurer leur influence

sur la qualité de l'analyse. Parallèlement à ces études, a été envisagée

l'application des méthodes mises au point, à l'analyse du malonaldéhyde

libre, à celle du malonaldéhyde total dans le plasma ou le sérum, à celle

de l'hydroxyméthYlfurjural dans le jus d'orange concentré et pasteurisé.
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1. RAPPEL SUR LA REACTIVITE DES HYDRAZIDES

[WAGNER et ZOOK (1965); MATHIEU et ALLAIS (1966); NORMANT et

NORMANT (1968); GAUTIER et MIOCQUE (1968)]

1-1 REACTIONS GENERALES

Les hydrazides de fonnule générale R-CO-NH-NH-R' correspondent

aux amides R-CO-NH-R' qui leur ressemblent à bien des égards.

Ils sont obtenus par des réactions semblables à celles qui permettent

la préparation des amides en remplaçant toutefois l'ammoniaque par

l'hydrazine ou ses dérivés substitués (le plus souvent monosubstitués).

Parmi ces réactions dites d'acylation on peut citer:

- l'action des sels d'hydrazine (NH2-NH2) sur les acides carboxyliques

- l'action de l'hydrazine sur les chlorures ou anhydrides d'acides

- l'action de l'hydrazine sur les esters d'acides.

L'acylation des hydrazines est plus facile que leur alkylation. Il est

possible d'obtenir des produits de réaction purs en faisant un bon choix du

réactif acylant. Panni les réactifs les plus usités, l'anhydride acétique et

l'ester éthylique de l'acide acétique substitué semblent être les plus actifs.

O=C-R"

1
+ R-N-NH z

R-CO-NH-NH-R' +

(R'COY

R-NH-NHz

R"CO).
IzEt~ R-NH-NH-CO-R"

O=C-R'

1
R-N-NH 2

(en faible quantité)
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Comme agents acylants, on peut également citer le diméthyl

carbonate et le diéthyl carbonate. La condensation se fait à chaud et

l'hydrazide précipite par refroidissement.

Les hydrazides s'obtiennent également en chauffant un amide avec

l'hydrazine, et par action de l'hypochlorite de sodium sur l'acétylurée. Cette

dernière réaction est similaire à celle de Hofmann avec les amides.

D'une manière générale, les hydrazides ne ressemblent aux amides

que par leurs propriétés physiques dont la solubilité. Ils sont plus resistants

à l'hydrolyse. L'hydrolyse s'effectue, à ébullition et sous reflux en présence

de l'acide chlorhydrique concentré ou de la potasse alcoolique, avec

formation des acides et hydrazines correspondants:

rc
R-Co-NH-NH-R' + HzO + HCI • R-COOH + R'-NH-NH3 CI

Du point de vue de la réactivité, les hydrazides les plus actifs sont

ceux qui renfennent le groupe -NH-NH2. Ce groupe leur confère un pouvoir

réducteur (réduction de la liqueur de Felhing et de la solution ammoniacale

de nitrate d'argent). Mais la condensation avec les aldéhydes et les cétones

constitue la propriété la plus remarquable des hydrazides.

En effet, les hydrazides attaquent les aldéhydes ou les cétones par un

processus nucléophile qui conduit aux imines.
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R
'C==O + R'-CQ-NH-NH z ..

H/

R, H+
C=N-NH-CQ-R' .....---

H/ -HzO
B

Imine (base de Schiff)

R

"c==ëf/1 -
H HzN-NH-CQ-R'

+

~raPide

R" /Q-1
C

H/' '~H-NH-CO-R'

A

La réaction emprunte les étapes suivantes:

- attaque nucléophile du carbonyle

- formation d'un composé d'addition

- déshydratation de ce composé en imines.

Ces réactions de condensation sont utilisées classiquement pour

caractériser les aldéhydes et les cétones. L'attaque du réactif nucléophile

R-CO-NH-NH2 sur le composé carbonylé conduisant au composé d'addition

A est rapide et est suivie d'une déshydratation, en milieu acide, qui aboutit

finalement au dérivé B. Cette dernière étape détermine la vitesse de

réaction.

Cependant si l'acidité du milieu augmente, la vitesse de

déshydratation est accélérée et la formation initiale de A ralentie, à cause

de la conversion croissante du réactif nucléophile en R-CO-NH-NH3+ non

actif. L'attaque initiale du réactif nucléophile sur le carbonyle peut alors

devenir l'étape limitante de la réaction.

La condensation des hydrazides avec les composés acycliques pour

former des dérivés pyridaziniques constitue une autre réaction importante.

Avec un dérivé dihalogéné, ou dihydroxylé en 1-4 sur une chaîne
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aliphatique, on doit théoriquement obtenir une hydropyridazine suivant le

schéma :

1 1 1 1
X-C-C-C-C-X + HzN-NH-CO-R

1 1 1 1
.........NH

N

1
R-C=O

+ 2HX

Cette réaction ne semble pas avoir été utilisée pour les dihalogéno ou

les 1,4-dihydroxy butanes; elle ne donne de résultats qu'avec les 1,4­

diacides ou leurs dérivés (esters, anhydrides, chlorures). Elle permet

d'aboutir à des hydrazides cycliques ou dicéto-hydropyridazines.

x = (OH; OR; CI)

+

HzN
1 ----..
NH-CO-R

7H
+ 2HX

N-CO-R

La condensation des hydrazides avec les composés carbonylés

(aldéhydes et cétones) possédant en y un groupement réactif: halogène,

hydroxyle, ester, carbonyle, est aussi très souvent utilisée. On obtient,

d'abord, une monohydrazone capable de se cycliser ultérieurement en

dérivé pyridazinique.

- Avec les cétones y-halogénées ou y-hydroxylées , on obtient une

tétrahydropyridazine :
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1
/N

N

1
R-C=O

1 1 1
x-C-C-C-C=O

1 1 1 1

- Avec les acides y-cétoniques et leurs esters on aboutit à une

pyridazinone (ou 3-céto hydropyridazine) :

1 1 1
HO-C-C-C-

Il 1 Il
o 0

C'est la méthode la plus employée pour construire l'enchaînement

pyridazinique et pour préparer les dérivés de la pyridazine. Ce sont les

acides y-cétoniques saturés qui sont utilisés de la manière la plus large. Ils

permettent d'aboutir aux pyridazinones-3. Si l'on utilise des acides y­

cétoniques éthyléniques on aboutit aux pyridazones-3. La réaction est la

même avec les diacides y-cétoniques mais, dans ce cas, une seule fonction

acide participe à la réaction, on obtient alors des acides 3-pyridazinones

carboxyliques. Ainsi avec l'acide a-cétoglutarique on obtient les acides 3­

pyridazinone 6-carboxyliques N-acylés.
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- Avec les y-dicétones ou y-dialdéhydes , il semble que l'on puisse

obtenir plutôt des dérivés pyrroliques que des dérivés pyridaziniques,

certains auteurs ayant, semble t-il, confondus les premiers pour les

seconds.

Ainsi avec l'acide a-phénacyl a-acétylacétique (1) (voir fonnules ci­

dessous)) on n'obtiendrait pas l'acide 6-méthyl 3-phényl hydropyridazine

carboxylique (II) mais l'acide l-amido 2-méthyl 5-phényl pyrrole 3­

carboxylique (III)

( 1)
( Il )

( III )

1-2 AUTRES REACTIONS

Parmi les autres réactions des hydrazides on peut citer:

- la réaction avec les acides carboxyliques:

R-CO-NHNH2 + R'-COOH
EDe

-----I..~ R-CO-NH-NH-CO-R' + H20
Pyridine

Cette réaction est réalisée en milieu aqueux en présence d'un agent de

couplage comme le l-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (FDC)
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par exemple, qui est hydrosoluble. Elle est de plus en plus exploitée dans le

domaine analytique [MIWA et coll., (1985); YAMAGUCHI et coll., (1990)].

- la réaction avec l'acide nitreux :

R-CO-NH-NHz
NaNOz + -

-----t.~ R-CO-N=N=N
HCI

Acyl azide

cette réaction s'effectue de la même manière qu'une diazotation des amines

primaires. Les azides formés sont relativement instables et explosent à

chaud. En milieu anhydre, les azides se décomposent avec perte d'azote en

donnant des isocyanates :

Isocyanates

R-CO-N=N=N ----t.~ [R-CO-N t] ----.. R-N=C=O
-N z

En solution alcoolique ou aqueuse, on obtient respectivement des

uréthanes ou l'urée.

- la réaction avec les hydrures, on obtient l'amine correspondante:

R-CO-NH-NH2 ---...~~ R-CH 2-NH-NH 2

- la réaction avec les sels de diazonium, on obtient des tétrazoles ou dans

des conditions spéciales les azides.

- la réaction avec le ferricyanure en solution ammoniacale, on obtient des

aldéhydes. Cette réaction est couramment utilisée pour préparer les

aldéhydes des séries du benzène, phénanthrène et quelques aldéhydes
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hétérocycliques. Cependant, la méthode n'est pas applicable aux hydrazides

des acides aliphatiques.

1 2
----tl~~ C6Hs-CO-NH-NH-SOZC6Hs ~ C6HS-CHO

1 : en présence de C6HSS02C1, pyridine, température O°C pendant 2

heures

2: en présence du glycérol, carbonate disodique, température 160°C

pendant 75 secondes

+ 011 _
C6Hs-CO-NH-NH-SOZC6Hs .. C6Hs-CO-N-NH-SOZ-C6H5

-HzO t
-

C6Hs-SO; + C6Hs-CO-N=N-H

- dans le domaine des cycles hexagonaux 1,2,4-trihétéroatomiques,

quelques 1,2,4-triazines ont pu être obtenues en chauffant, en milieu

acétique, des composés a-dicarbonylés avec des hydrazides et de l'acétate

d'ammonium. La réaction suivante est un exemple de synthèse de la 3-(4­

méthoxy phényl) 2,5-diphényll,2,4-triazine.
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Q-bCOOH
+ HzN-NH-CO-C6H4-OCH3 (p) ~

CH
3
COONH

4
4 heures (reflux)
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II. DETECTION SPECTROPHOTOMETRIQUE ET

SPECTROFLUORIMETRIQUE DES COMPOSES

CARBONYLES, NUCLEOSIDES ET NUCLEOTIDES EN CLHP

APRES DERIVATION: ETUDE BIBLIOGRAPmQUE

L'analyse des composés carbonylés, nucléosides et nucléotides a

connu au cours de ces dernières décennies un développement important.

Son application dans différents domaines (biomédical, alimentaire,

pharmaceutique, environnementaL.) exige des méthodes analytiques de

plus en plus performantes.

Actuellement, les méthodes chromatographiques constituent les

techniques les plus utilisées. La chromatographie liquide sur couche mince

et la chromatographie liquide sur papier sont utilisées depuis fort

longtemps pour le dosage des composés carbonylés [A VIGAD (1977);

PRAKASH and VIJAY (1983); GÜBITZ and WINTERSTEIGER (1984)]; elles sont

certes spécifiques mais ne permettent qu'une détermination semi­

quantitative. Cependant, avec l'avènement de la chromatographie liquide

sur couche mince pressurisée (OPLC : Over Pressured Layer Chromatography)

[SNINI et coll., (1992)], il est possible d'atteindre les sensibilités, sélectivités

et précision des meilleures méthodes de séparation. La chromatographie en

phase gazeuse est utilisée avec succès [OESTERHELT et coll., (1985);

y ASUHARA and SHIBAMOTO (1991)], quand on peut préparer des dérivés

volatils de bonne stabilité thermique. Enfin, la chromatographie en phase

liquide sur colonne réprésente de nos jours la technique la plus utilisée

dans l'analyse des composés carbonylés. Son succès tient à sa grande

sélectivité, à sa spécificité et à sa sensibilité. Avec cette technique, le choix

et la composition de la phase mobile permettent d'optimiser le temps
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d'analyse et la qualité de la séparation. La dérivation pré-colonne et post­

colonne permet également d'améliorer la séparation et surtout la détection.

Ce dernier mode de chromatographie s'avère également une méthode

de choix pour l'analyse des nucléosides et nucléotides. Dans ce cas

l'emploi d'un contre ion dans les différents systèmes chromatographiques

permet de resoudre de façon satisfaisante la séparation de ces composés et

de leurs bases correspondantes [PERRONE et BROWN (1985); LAZZARINO et

coll., (1991); BOOS (1991)].

Dans l'annexe IV-l à IV-7 (pages 327-333) sont rassemblées les

caractéristiques résumées de différentes techniques de chromatographie

liquide avec dérivation pré-colonne appliquées à l'analyse de composés

carbonylés, de nucléosides ou de nucléotides difficilement détectables, afin

d'améliorer leur seuil de détection.

De ces tableaux se dégagent clifférents points:

- la diversité du réactif de dérivation mis en oeuvre

- le gain de sensibilité de la fluorescence et de la chimiluminescence par

rapport à la détection directe en spectrophotométrie UV

- Les dérivations conduisent en général à un déplacement du maximum

d'absorption des dérivés formés vers les grandes longueur d'onde où les

interférences sont minimisées (absorption des solvants, des composés

endogènes)

- amélioration de la sensibilité (les sensibilités ainsi que les limites de

détection des molécules dérivées sont plus basses que celles des molécules

non dérivées)

Cette grande diversification de méthodes d'analyse traduit bien la

recherche tendant à améliorer la détection des aldéhydes, cétones,

nucléosides et nucléotides en chromatographie liquide. Bien que les

meilleures limites de détection soient obtenues par spectrofluorimétrie ou
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par chinùluminescence, d'autres modes de détection comme la détection.

électrochimique [UENO et UMEDA (1991)1 et la détection par spectrométrie

de masse [OLSON etSWARIN (1985)J sont également utilisées mais avec très

peu d'applications à notre connaissance.

Pour notre part, nous nous sommes proposés de développer

l'application de nouveaux réactifs de dérivation pré-colonne (Luminarine 3,

Luminarine Il et Luminarine 12), actuellement disponibles dans le

commerce, qui se prêtent à trois différents modes de détection

spectrophotométrie uv-visible, fluorimétrie et chimiluminescence.

Seule la détection fluorimétrique sera développée dans ce travail. La

détection par chimiluminescence, qui semble apporter plus de sensibilité

que la fluorimétrie, n'a pu être abordée. Il convient cependant de souligner

que la plupart des phases mobiles utilisées ont été choisies pour permettre

aussi la détection par chimiluminescence après excitation par la réaction du

peroxyoxalate. En effet, comme l'a démontré TOD (1990), les luminarines

par rapport aux autres réactifs de dérivation de la fonction carbonyle

(dansylhydrazine par exemple) offrent la possibilité d'exciter les dérivés

formés par chimiluminescence dans de nombreux solvants polaires ou

apolaires.

Les paramètres de la dérivation pré-colonne seront décrits et

optimisés en vue d'augmenter la sensibilité (par l'obtention d'un pic

chromatographique important pour le dérivé formé) et la sélectivité par

réduction du nombre des produits secondaires.

La méthodologie de travail, ainsi que les résultats, discussion et

conclusion seront abordés dans le chapitre suivant.
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Ill. TRAVAUX PERSONNELS

m-l ETUDE DE LA DERIVATION

Lorsqu'une espèce chimique réactive, présentant une affinité pour

les électrons ou pour les noyaux s'approche d'une molécule considérée

comme substrat, le déclenchement de la réaction chimique sera conditionné

par l'aptitude du substrat à se polariser dans les conditions données, à un

degré suffisant, et dans le sens exigé par le réactif.

La différence entre les électronégativités de l'oxygène et du carbone,

d'une part, et la mobilité des électrons :Tt, d'autre part, font que le groupe

carbonyle est fortement polarisé. Cette polarité jointe à la grande

polarisabilité de la liaison :Tt est à l'origine de l'ensemble des réactions

dites "hétérolytiques" dont la fonction carbonyle est le siège. Le sens de la

polarisation du groupe C=Û est indépendant de la nature des substituants

portés sur le carbone, de sorte que l'orientation de l'addition des réactifs

polaires sur la double liaison carbone-oxygène est toujours la même: le

pôle négatif du réactif se fixe sur le carbone (centre électrophile) et le pôle

positif du réactif sur l'oxygène (centre nucléophile).

Un grand nombre de réactions, impliquant le groupement carbonyle,

sont catalysées soit par les acides, soit par les bases, soit par les deux

espèces à la fois. Ces réactions appartiennent à trois groupes, à savoir:

- les réactions d'addition correspondant au schéma général suivant:

( 1 )
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dont un exemple typique est l'aldolisation :

1
HY = H-C-CO-R

1

- les réactions de condensation du type :

+ Hz{) (2)

par exemple, la réaction de formation des hydrazones
(H2y = H2N-NH-CO-R)

- les réactions de condensation aboutissant au remplacement de l'oxygène

par deux groupements monovalents :

ou

"-C=O + 2HY
/

+ HzO

(3)

"-c=o + HY + HY'
/

par exemple, la fonnation d'acétals (HY = H-OR).

Dans ce travail, nous nous intéresserons uniquement aux deux

premiers groupes de réactions pré-cités. Les premiers étant appliqués à la

dérivation des nucléosides et nucléotides; les seconds à la dérivation des

aldéhydes et cétones d'une manière générale.
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Du point de vue de leurs mécanismes, les réactions du second groupe

se distinguent de celles du premier groupe uniquement par les derniers

stades, ceux qui concernent l'élimination d'une molécule d'eau. Ainsi, la

formation d'une hydrazone par réaction d'un aldéhyde ou d'une cétone

avec la Lu.3, LU.II ou Lu.12 résulte de la déshydratation d'un produit

intermédiaire provenant de la réaction d'addition de ces réactifs sur la

double liaison de la fonction carbonyle. On suppose que cette

déshydratation peut s'effectuer, selon le schéma suivant, soit par la voie

(a), soit par la voie (b) :

Produit intermédiaire

('C=NH-R)OH­
/+

" /NH-R
C

/ 'OH

+ HB 1.
(b)+ 1

" /NH-R

/C'ëfH

"H

~~O (a)

+H~ "-
C=N-R

/

- HB (b~
- HzO(b) //

+ B- ----.. ('C=NH-R)B- /'+ HB
.....- /

B = base/ HB =acide conjugué correspondant

Toutes ces réactions, lorsqu'elles se déroulent dans un solvant

hydroxylé, comportent toujours les mêmes transferts de protons et

d'électrons. Seul l'ordre de succession de ces transferts varie suivant qu'il

s'agit d'une catalyse par les bases ou par les acides. Rappelons cependant,

que les effets catalytiques des acides et des bases sont liés à leurs

propriétés électroniques (affinité pour les électrons des premiers et pour les

noyaux des seconds).
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• Catalyse basique

Le rôle du catalyseur basique (B) consiste à transformer la molécule

nucléophile (premier stade). Dans un deuxième stade, l'anion Y- attaque le

carbone électrophile de la fonction carbonyle et conduit ainsi à un anion

intermédiaire (carbanion). Puis, dans un troisième et dernier stade, le

produit de la réaction (produit intermédiaire) résulte d'un second transfert

de proton, avec régénération simultannée du catalyseur.

B: + H-Y • (premier stade)

""4 B-H + y-

y- 'C=O ~ [{-oJ (deuxième stade)
+

/ •
Anion intermédiaire

[-{-oJ + H-B
.. 1

• Y-C-OH + B- (troisième stade)

1

Anion intermédiaire

Tous ces stades, de part leur nature, sont réversibles; de ce fait, la

réaction globale est un équilibre.

Compte tenu de l'équation cinétique de cette réaction

,
v = k (HY) ( C=O )

/
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et du fait que le troisième stade est certainement rapide, puisqu'il s'agit

d'un simple équilibre acide-base, il devient évident que le stade limitant est

le second, c'est à dire celui correspondant à l'attaque du carbonyle par

l'anion nucléophile.

• Catalyse acide

Dans le cas de la catalyse acide, la grandeur de la charge positive du

carbone du carbonyle est un des facteurs importants dont dépend la

réactivité électrophile de cet atome.

,
+ H-S • 'c:t:··· D-H + S- {premier stade}C=O:

/ .....-- -/
{Cl

H-Y + 'c:t:··· D-H • + 1
.....- H -Y-C-OH (deuxième stade)

-/
1

{C' }

+ 1 • 1
S: + H -Y-C-OH .....- B-H + Y-C-OH (troisième stade)

1 1

Le transfert protonique qui constitue le premier stade de la catalyse

acide a pour effet d'augmenter cette réactivité, puisque l'oxygène à l'état

d'oxonium est plus attracteur d'électrons que l'oxygène neutre.

Il faut noter à ce sujet, que l'activation de la fonction carbonyle ne

nécessite pas obligatoirement un tel transfert de proton, mais peut résulter

de la formation entre l'acide et le composé carbonylé d'un complexe

d'association, assuré par une liaison hydrogène:
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"­C=Q·····HB
/

L'étude de la cinétique permet de faire la distinction entre ces deux

processus d'activation. Dans le premier cas, la constance de vitesse de la

réaction d'addition ne dépend pas directement de la nature de l'acide HB

mis en jeu ni de sa concentration mais dépend uniquement du pH du milieu

réactionnel. Un tel mode d'activation s'appelle catalyse spécifique

puisqu'elle est due aux ions H30+, alors que l'activation par l'intermédiaire

d'un complexe d'association se nomme catalyse générale. Ce dernier mode

d'activation se manifeste notamment par le fait que la constante de vitesse

dépend non seulement du pH mais aussi de la nature et de la concentration

de l'acide HE qui joue le rôle de catalyseur [FELKIN (1956)]

Dans un deuxième stade, le cation intermédiaire (C) se combine avec

une molécule du réactif HYet conduit à un nouveau cation intermédiaire

(C'). La transformation de celui ci en produit final de la réaction résulte

d'un deuxième transfert de proton aboutissant en même temps à la

régénération du catalyseur (troisième stade).

L'équation de vitesse de la catalyse acide est la même que celle de la

catalyse basique. Il s'ensuit que le stade lent de ce mécanisme correspond à

l'attaque du carbone électrophile par le réactif HY (deuxième stade).

Etant donné qu'en milieu acide l'entité réactive intervenant au cours

de l'étape limitante est constituée par les molécules HYet non pas par les

anions y -, il est évident que la catalyse acide sera ainsi inopérante si ces

molécules sont dénuées d'aptitude nucléophile. Ainsi, l'addition de toutes

les molécules, même faiblement nucléophiles, est catalysée par les acides.



120

C'est donc cette catalyse acide qui sera utilisée tout au long de ce travail,

pour permettre la dérivation des aldéhydes, cétones, nucléosides et

nucléotides avec les luminarines-hydrazides.

Pour appliquer cette catalyse acide, il faut définir les paramètres qui

jouent un rôle important dans la dérivation: la température, la durée de

dérivation et le rapport molaire substrat/réactif.

Il est incontestable que le solvant joue aussi un rôle important dans

la majorité des réactions de dérivation. Comme il est utilisé en large excès,

sa participation dans la réaction ne peut être estimée par une étude

classique de la cinétique.

En effet, notre étude sur la dérivation des composés carbonylés par

les luminarines hydrazides fait apparaître que les vitesses des réactions

peuvent varier considérablement en fonction de la nature du solvant. Ainsi,

à la température du laboratoire, la formation du dérivé Lu.3 - acétylacétone

est environ 10 fois plus importante dans l'eau que dans l'éthanol ou le

méthanol, et quasiment nulle (absence de pic du dérivé Lu.3 ­

acétylacétone) dans le toluène en milieu acide acétique. L'influence du

solvant est telle qu'on pourrait rapprocher son rôle de celui d'un catalyseur

ou d'un anti-catalyseur. L'influence particulièrement grande du solvant sur

les réactions de dérivation des aldéhydes, cétones, nucléosides et

nucléotides par les luminarines hydrazides constitue un des aspects

importants de l'étude de la dérivation. Malheureusement, il n'existe que peu

de données sur le rôle du solvant sur ces réactions. On suppose cependant

que c'est le caractère polaire de ces réactions, caractère impliquant la

création ou la disparition de charges au cours de la transformation

chimique, qui est à l'origine de cette participation. En effet, la solvatation,

c'est à dire l'association des espèces en solution avec les molécules du

solvant, peut atteindre des degrés très élevés lorsque ces espèces sont des
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dipôles ou des ions. De plus, la solvatation des particules chargées pouvant

être due, soit à des forces électrostatiques, soit à des liaisons hydrogène, est

caractérisée par une énergie qui varie de façon considérable en fonction de

la nature du solvant.

Une des conséquence de la solvatation est l'orientation des molécules

du solvant polaire autour des particules comportant une charge électrique.

La stabilisation des ions par solvatation résulte du fait qu'en orientant les

molécules du solvant, les ions accomplissent un travail électrostatique. Or,

l'accomplissement d'un travail correspond à une perte d'énergie interne,

c'est à dire à une stabilisation du système qui accomplit le. travail. Plus

cette stabilisation sera grande, plus grande sera l'énergie de solvatation.

L'énergie de solvatation dépend de trois facteurs qui sont la grandeur

de la charge, son degré de localisation et la polarité du solvant. Pour un

solvant donné, l'énergie de solvatation sera d'autant plus grande que la

charge globale de la molécule sera élevée.

Ainsi, la plus ou moins grande solvatation, soit des réactants, soit des

produits intermédiaires ou des produits finaux, peut être selon les cas plus

ou moins favorable pour une réaction donnée.

En ce qui nous concerne, les conditions optimales de dérivation par

addition et condensation seront déterminées, sur le malonaldéhyde,

l'acétylacétone, la cytidine 5-monophosphate et l'adénosine 5­

monophosphate, et appliquées à divers aldéhydes, cétones, nucléosides et

nucléotides.

De plus pour la cytidine, nous envisageons également la réaction de

condensation des bases pyrimidiniques avec les luminarines hydrazides,

par transamination.

Pour cela, nous avons entrepris l'optimisation de chacun des

paramètres suivants étudiés séparément:
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- étude de la dérivation en fonction de la température avec les valeurs de

durée (temps de réaction) et rapport molaire (composés à dériver/réactif)

fixées initialement, ce qui permet d'avoir la température optimale.

- étude de la dérivation en fonction de la durée avec les valeurs de

température et rapport molaire fixes (température optimale et rapport

molaire initial).

- étude de la dérivation en fonction du rapport molaire (composés à

dériver/réactif) avec les valeurs de température et de durée fixes

(température optimale et durée optimale).

Nous avons optimisé la température en faisant varier ce paramètre de

25°C à 50°C ± 2°C dans un bain-marie classique. Les dérivations en milieu

aqueux aux températures supérieures à 50°C n'ont pas été tentées en raison

de la dégradation du réactif et des dérivés formés à partir de cette

température seuil (formation du dérivé acide correspondant de la

luminarine hydrazide utilisée). Comme la température de 25°C a été

finalement adoptée, toutes les réactions ont été effectuées à la température

du laboratoire, exceptées celles qui nécessitent des conditions particulières

(condensation des bases pyrimidiniques des acides nucléiques avec la Lu 3,

par transamination).

En général, la durée de la dérivation s'échelonne entre 15 et 420

minutes. Des valeurs supérieures (12 à 24 heures) ont été essayées, dans le

but de vérifier la stabilité des dérivés formés dans le milieu réactionnel.

Elles sont incompatibles avec la mise en oeuvre d'un dosage de routine. Un

temps de contact de 30 à 240 minutes a été souvent nécessaire néanmoins.

Les variations du rapport molaire ont été étudiées entre 1125 et

11500. A l'exception de la Lu. 12, une forte concentration de Lu.3 ou de

Lu.ll (> 5 x 10-3 M) dans le milieu réactionnel (milieu aqueux acide)

provoque la formation d'un précipité. Nous n'avons pu observer aucune
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différence entre les différents rapports molaires utilisés à partir du rapport

1150. Le choix du rapport molaire optimal a été surtout conditionné par

l'aspect du chromatogramme. Les paramètres optimaux de dérivation

obtenus au cours de cette étude, appliqués au malonaldéhyde,

l'acétylacétone, la cytidine, la cytidine 5-monophosphate (CMP) et

l'adénosine 5-monophosphate (AMP), devraient être facilement adaptés à

d'autres composés carbonylés, nucléosides et nucléotides de nature

chimique différente.

Les résultats de ces travaux ont été présentés dans leur grande

majorité dans les quatre articles suivants: le premier publié dans la revue

Chromatographia intitulé "Determination of picomole amounts of

carbonyls as luminarin hydrazones by high-performance Iiquid

chromatography with fluorescence detection" , le deuxième publié dans

la revue Analytica Chimica Acta intitulé "lH, 5H,11H-[1] BenzoPYrano

[6,7,S-ij] quinolizine-9-acetic acid 2,3,6,7-tetrahydro-11-oxohydrazide

fluorogenic reagent for Iiquid chromatographic determination of

aldehydes and ketones", le troisième publié dans la revue Journal of

Chromatography intitulé "Determination of malonaldehyde by coupled

high-performance liquid chromatography-spectrofluorimetry after

derivatization with luminarin 3" et le quatrième sous presse dans la

revue Analytica Chimica Acta intitulé "Luminarin 3 as a derivatization

reagent for the Iiquid chromatographic determination of cytidine,

adenosine and related nucleotides with fluorimetric detection" .

Les valeurs des paramètres de dérivation qui ont été décrits sont

celles qui dans tous les cas ont permis une analyse chromatographique des

dérivés formés jugée satisfaisante. A titre d'exemple, les chromatogrammes

suivants (Figure 12-18) correspondent à la séparation de quelques
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composés carbonylés. Les quantités détectables sont de l'ordre de dizaines

de femtomoles à la picomole pour les composés analysés.
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Figure 12 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection tluorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 ~, silice vierge
Phase mobile: Acétate d'éthyle/düsopropyléther

(90/10, v/v)
Débit: 1,5 ml/min
Détection fluorimétrique : Àex 389 nm; Àem 445 nm
Composés: 1 = diacétyle; 2 = furfural; 3 = acroléïne;

4 = méthylmalonaldéhyde;
5 = malonaldéhyde

Quantités injectées comprises entre 6,25 et 31,25

pmoles
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Figure 13 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection Ouorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 ,un, silice vierge
Phase mobile: Acétate d'éthyle/düsopropyléther

(90/10, v/v)
Débit : 1,5 ml/min
Détection Ouorimétrique : Âex 389 Dm; Âem 445 nm
Composés: 1 =acétylacétone; 2=furfural;

3 = acroléine; 4 = méthylmalonaldéhyde;
5 = malonaldéhyde

Quantités injectées comprises entre 3,125 et 46,88

pmoles
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Figure 14 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection fluorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 ~, silice vierge
Phase mobile: Acétate d'éthyle/düsopropyléther

(90/10, v/v)
Débit: 1,5 mVmin
Détection fluorimétrique : ~x 389 nm; ~m 445 nm
Composés: 1 = Furfural; 2 = hydroxyméthylfurfural

Quantités injectées comprises entre 12,5 et 31,25

pmoles
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Figure 15 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection fluorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 fUll, silice vierge
Phase mobile: Acétate d'éthyle/diisopropyléther

(90/10, v/v)
Débit: 1,5 ml/min
Détection fluorimétrique : Âex 389 Dm; Âem 445 nm
Composés: 1 = diacétyle; 3 = acrolêine;

5 =malonaldéhyde

Quantités injectées comprises entre 4,75 et 6,25

pmoles
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Figure 16 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection fluorimétrique.
Colonne : Nucleosil-5 JUIl, C-18
Phase mobile: Acétonitrileltampon imidazole nitrate

0,01 M, pH 7,5 (40/60, v/v)
Débit : 1,5 ml/min
Détection fluorimétrique : Àex 399 nm; Àem 485 nm
Composés: 1 = luminarine 3 acide; 2 = luminarine 3;

3 = malonaldéhyde; 4 = succinaldéhyde;
5 = furfural; 6 =acétoacétaldéhyde

Quantités injectées comprises entre 39 et 95 pmoles
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Figure 17 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection fluorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 JlDl, C-18
Phase mobile: Acétonitrile/tampon imidazole nitrate

0,01 M, pH 7,5 (40/60, v/v)
Débit: 1,5 ml/min
Détection fluorimétrique : Âex 399 nm; Âem 485 nm
Composés: 1 =luminarine 3 acide; 2 =luminarine 3;

3 = hydroxyméthylfurfural;
4 = méthylmalonaldéhyde;
5 = acétylacétone

Quantités injectées comprises entre 39 et 78 pmoies
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Figure 18 : Séparation des dérivés aldéhydiques et cétoniques de
la luminarine 3 avec détection fluorimétrique.
Colonne: Nucleosil-5 f.lDl, C-18
Phase mobile: Acétonitrile/tampon imidazole nitrate

0,01 M, pH 7,5 (40/60, v/v)
Débit: 1,5 mVmin
Détection fluorimétrique : Âex 399 nm; Àem 485 nm
Composés: 1 =luminarine 3 acide; 2 =luminarine 3;

3 =malonaldéhyde; 4 =acroléine;

Quantités injectées comprises entre 39 et 78 pmoles
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m-2 ANALYSE STRUCTURALE DES DERIVES DE LA LUMINARINE 3,

LUMINARINE 11 ET LUMINARINE 12

Cette étude avait pour but de vérifier que la substitution sur les

composés à dériver s'effectue convenablement dans les conditions de

dérivation que nous avons retenues, conditions beaucoup moins sévères

que celles de la plupart des réactions proposées dans la littérature

(température du laboratoire, faible quantité de réactif) et milieu réactionnel

différent (eau au lieu de l'éthanol ou du méthanol).

Elle a comportée essentiellement le recours à la spectrométrie de

masse (ionisation chimique, impact électronique, couplage

chromatographie liquide-spectrométrie de masse (thennospray), le FAB

(Fast Atomic Bombardment)) et à la RMN (200 MHz) afin de déterminer

les masses moléculaires des hydrazones formés, pour en vérifier le degré

de substitution et en confirmer la structure. Les résultats obtenus sont

présentés dans l'annexe 1-4 (pages 299-308) et dans les articles 2 à 5

présentés ci-après.
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1lI-3 ARTICLE 2

"Determination of picomole amounts of carbonyls as luminarin

hydrazones by high-performance Iiquid chromatography

with fluorescence detection"

Chromatographia, (1993), J§. ,96-104.

L'idée qui consiste à modifier une molécule pour l'adapter à un

système d'analyse n'est pas nouvelle. Elle a été appliquée aux composés

possédant dans leur structure un groupement fonctionnel carbonyle à des

fins analytiques.

Le dosage des composés carbonylés, en chromatographie liquide,

après dérivation avec une luminarine permet d'améliorer la sensibilité de

leur détection et ainsi que la qualité de leur séparation chromatographique.

Dans un premier temps l'étude a porté sur la comparaison des trois

luminarines hydrazides (Lu.3, Lu.11 et Lu. 12). Le choix du meilleur réactif

de dérivation a été fonction de sa réactivité propre, les caractéristiques

fluorimétriques dans les solvants les plus couramment utilisés en CLHP, de

sa stabilité, polarité et solubilité. En raison de leur structure et des résultats

des effets de solvants sur leur propriétés d'absorbance et de fluorescence

(voir première partie), les possibilités d'utilisation de deux systèmes

chromatographiques (phase normale sur silice vierge et polarité de phase

inversée sur silice greffée octadécylsilane) seront décrites. Par ordre de

décroissance de polarité, les réactifs peuvent être classés comme suit :

Lu.12, Lu.3 et Lu.ll. Pour les dérivés de la Lu.12 qui sont caractérisés par

leur plus grande polarité, nous avons utilisé seulement le système

chromatographique en polarité de phase inversée. Cependant, la phase

mobile a été choisie dans le but d'obtenir une bonne résolution et la

meilleure sensibilité possible. Pour la chromatographie liquide en phase
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nonnale, l'acétate d'éthyle et le diisopropyléther ont été choisis, alors que,

pour la chromatographie liquide en polarité de phases inversée, le mélange

acétonitrile - eau ou tampon imidazole nitrate a été souvent préféré. La

Lu. 12, à l'inverse des luminarines 3 et Il, s'est révèlée la plus intéressante

du point de vue de la réactivité. La Lu 12 serait donc le réactif le plus

nucléophile, probablement à cause de son fort caractère basique (pouvoir

accepteur de proton) et de sa polarisabilité (voir chapitre III de la première

partie). Elle a cependant le désavantage de donner des dérivés moins

stables dans le milieu réactionnel utilisé (solution d'acide sulfurique 0,1 M)

que les deux autres. La stabilité des dérivés de Lu.3 et Lu.ll dans ce même

milieu a été par contre satisfaisante, avec la meilleure stabilité pour les

dérivés de la Lu.ll. Ce dernier réactif offre en outre des rendements

quantiques et des sensibilités intrinsèques de fluorescence supérieurs.

Malheureusement, la Lu.ll est le réactif qui réagit le moins vite sur la

fonction carbonyle.

Compte tenu de ces observations, la Lu.3 a été choisie comme le

réactif présentant le meilleur compromis. Nous présentons donc ici son

emploi pour le dosage du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) dans le jus

d'orange concentré et pasteurisé.

On sait en effet, depuis longtemps que des dérivés furfuraliques se

formait au cours de la dégradation des sucres, par la chaleur, en milieu

acide. L'analyse du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) et du furfural (FUR) est

donc un indicateur important du degré de détérioration des denrées

alimentaires au cours de leur préparation (concentration, pasteurisation) ou

de leur stockage.

Différents dosages de HMF et FUR sont d'ailleurs décrits dans la

littérature: dans les jus d'orange [MARCY et ROUSEFF (1984); MIJARES et

coll., (1986); aOMIS et coll., (1991); MANSILLA et coll., (1992)], jus de citron
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[DINSMORE et NAGY (1974); LEE et coll., (1986); LI et coll., (1988)] jus d'ananas

[CILLIERS et VAN NIEKERK (1984)], jus de tomate [KIN et RICHARDSON

(1992)], lait [MORALES et coll., (1992)], miel et spiritueux [WHITE (1979a et

1979b); JEURING et KUPPERS (1980)], solution de caramel [ALFONSO et coll.,

(1980)]. Ces méthodes font en général appel à la détection

spectrophotométrique avec ou sans dérivation préalable.

Dans cette étude, le dosage du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) a été

possible en utilisant une détection fluorimétrique après chromatographie

liquide en phase normale. La limite de détection est de 294 femtomoles

injectés, mais seulement des quantités supérieures à 65 picomoles de HMF

ont pu être dérivés. Ainsi, le facteur limitant de la méthode a été non pas la

détection, mais la dérivation. La réproductibilité a été respectivement de

12,8% et 2,6% pour 0,1 nmole et 1 nmole de HMF. Ces résultats montrent

que cette méthode est suffisamment sensible pour la détermination de HMF

dans les jus d'orange concentré et pasteurisé.
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Determination of Picomole Amounts of CarbonyIs as Luminarin
Hydrazones by High-Performance Liquid Chromatography with
Fluorescence Detection
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Introduction
KeyWords
Column liquid chromatography
Carbonylcompounds
Luminarin hydrazides
Fluorescence deteetion

Slimmary

Fluorogenic reagents (luminarin 3. lurninarin Il and
lnrnjnarin 12), having a quinolizinocoumarin moiety as
fluorophore and a carboxylic acid hydrazide function as
reaeting group. have been developed. These reagents
were found to be highly sensitive fluorescence
derivatization reagents for aldehydes and ketones in
high-performance liquid chromatography. The reagents
readily~ with carbonyl compounds in aqueous
sulphuric acid solution (0.1 M) at room temperature to
producc the corresponding hydrazone derivatives. wbicb
cao be separated on bath reversed or nonnaI·phase
column. The structures of the derivatives were studied.
together with their properties in reversed and normal­
phase chromatographie systems. UV absorbance.
corrected fluorescence spectral data and quantum
yields of luminarin 3.luminarin 11 and luminarin 12 are
presented. The deteetion limits (signal to noise ratio =
3) for aldehydes and ketones were in the sub-pmol
range. Luminarin 3 was also appüed to the determination
of hydroxymethylfurfural (HMF) in orange juices and
concentrates. The method for HMF involves the solid­
liquid extraction of the juice by using a C-18 eartridge
prior to derivatization and normal-phase separation of
the derivative with fluorimetrie detection at 387 nmex.,
444 Dm em. The calibration curve was linear for
amounts of HMF ranging from 0.1 to 10 omol. !ntra­
run relative standard deviation was 12.8 % for 0.1 nmol
and 2.6 % for 1 nmoI. Recovery studies indicated an
average of 98.7 ± 1.9 % for juice concentrate and 99.8 ±
3.2 % for pasteurized j uice.

96

High-performance liquid chromatography (HPLC) with
fluorescence detection is useful for the determination
of tra~ amounts of carbonyl compounds.
CoIlSlderable effort. therefore. has reœntly been di­
reeted 10 the development of various sensitive and
selective pre-column derivatization reagents having a
fluorophore [1-5].
In a. pre.vious p~pe~ we described the development of
lummann 3. which 15 a labelling reagent derived from
quinolizinocoumarin [6]. This nucleus offets the advan­
tage of bigh fluorescence and chemiluminescence
yields in various solvents [6-10], which results in a low
limit of detection (LOD) in normal- or reversed-phase
chromatography.
In order to study the feasibility of using arylhydrazides
having a quinolizinocoumarin skeleton. sucb as lumi­
narin 3 (reagent I. Table 1). for the sensitive detection
of ~de~ydesand ketones, two analogous compounds.
lUIDIDann 11 (reagent II) and lllrninarin 12 (reagent ID)
~ve been synthesized. Their physicochemical proper­
ties, fluorescence charaeteristics and reactivities to­
wards aldehydes and ketones were examined as part of
a survey of effective fluorescence derivatization rea­
gents for carbonyl compounds. Il was found that the
reagent readily reaet with carbonyl compounds in
a~ueous solution at room temperature to produce
hlghly fluorescent luminarin hydrazones or derivatives.
The liquid chromatographic detection of these deriva­
tives was investigated. Ikticarbonyls were studied as
model compounds. and the derivatization reaction was
aIso appüed to the determination of 5-hydroxymethyl­
furfural (HMF) in orange juice and eoncentrates.

Experimental

Materials and Reagents

AlI chemicals were of analytical-reagent grade. Acety­
lacetone (AcAc) was purchased from Sigma (St. Louis,

auomatographia Vol. 36, 1993
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Tablc IL Cuomatographic conditions for separations of rcagents
and produets.

NormtJ1 pJuue:
clucnt: Oiisopropylethcr (solvcnt C)/cthyl acetate (solvent 0). 1

column: 5 llJD Nucleosil silica (2S0x4.6 mm 1.0.).

Revmed pluue:
eluent: Acctonitrile (solvent A)110 mM imidazole nitrate
buller pH 7.s (solvent B)
column: 5 llJD Nucleosil OOS (2S0x4.6 mm 1.0., exccpt system
4: 150x4.6 mm LO.).

Systcm
Eluenl Wavelength >"cxl>"em Compounds

(A/B. v/v) (nm) separated

1 60/40 399/500 Ul,XandXW
2 52148 399/500 DI, IX, X and XDI
3 60/40 399/491 l,IV, V, VI and XI
4 60/40 3871450 II, VII, VlD and XII

3681416 Il, VII, VIII and XII
3871444 l,IV, V, VI and XI

Wavclength >"exl>"cm Compounds
(nm) separated

5 95/5
6 10/90

Eluenl
System CID. v/v)

HPLC Apparatus and Conditions

Analysis was performed with a Chromatem 380 pump
(Touzart et Matignon, Vitry sur Seine, France) equipped
with a Rheodyne injector Model 7125 (Cotati. CA,
USA). a 20 ~ sample loop and a Shimadzu fluores­
cence HPLC Monitor RF-530 (Touzart et Matignon"
Vitry sur Seine. France). The data were processed in a
Shimadzu C-RSA integrator (Touzart et Matignon"
Vitry sur Seine, France).
Three different columns were usecl: one normal-phase
(NP) column SIlIIl Nucleosil silica (250 x 4.6 mm 1.0.)
(Interchim, Montluçon, France) and two reversed-:
phase (RP) columns 5~ Nucleosil ODS (250 and 150
x 4.6 mm I.D.) (Interchim, Montluçon, France). The!
mobile phases for normal-phase chromatography mode

Apparatus

Corrected fluorescence and absorbance speetra were
measured with a Perkin Elmer Luminescence Spec­
trometer Model LS 50 (Perkin Elmer, St Quentin en
Yvelines, France) and a Shimadzu UV-Visible Record­
ing Speetrophotometer Model UV-2100 (Touzart et
Matignon, Vitry sur Seine, France), in 1 cm quartz cells.
Spectral bandwidths of 2.5 nm were used in both the
excitation and emission monochromatoIS.
Proton and carbon 13 nuclear magnetic resonance
spectra (lH-NMR and 13C_NMR) were recorded on a
Bruker AC 2oo-MHZ NMR Spectrometer (Bruker,
Wissous, France) using eHt;) dimethylsulfoxide as
solvent and tetramethylsilane (TMS) as reference.
Electron impact-mass spectrometry (El-MS) was per­
formed with a Nermag R-IOI0-C Mass Spectrometer
(Delsi-Nennag, Argenteuil, France).

MO. USA). imidazole and 1.1.3.3-tetraethoxypropane
from Aldrich-01emie (Steinheim, Gennany). Malonal­
dehyde (MDA) was prepared as described previously
[6] by hydrolysis o,f 1.1.3.3-tetraethoxypropane in ac­
queous 1 % sulphuric acid.
1 mM standard solutions of AcAc and MDA in 1 %
sulphuric acid were prepared fresh on the clay of use.
HMF was obtaincd from Fluka (Buchs, Switzeriand).
Standard solutions of HMF were prepared by dissolu­
tion in water. Reagents L n, and m were purchased
from Eurobio (Les Ulis, France). Stock solutions of the
Jnminarins were prepared in dimethylsulfoxide and
diluted with the same solvent to the required concen­
tratioDS. The solvents (HPLC and fluorimetric grade),
were obtaÎned from FSA Laboratory Supplies IUK).
Extraction cartridges were Extrasep C 18 (500 mg,
2.8 ml) !rom Interchim (Montluçon, France).
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were mixtures of diisopropylether and ethyl acetate. In
the reversed-phase mode mixtures of acetonitrile and
aqueous imidazole-DÏtrate buffer pH 7.5 were used.
The flow-rates were chosen between 1 and 2 ml/min to
permit a fast separation at reasonable back-pressures.
Excitation and emission wavelengths were chosen for
maximum fluorescence yield of the reagent in the
respective solvent system. The details for the different
separation systems are given in Table II.

For liquid chromatographie determination of HMF in
orange juice and concentrates, a 5 fUIl N ucleosil silica

column (250 x 4.6 mm I.D.) was used with a mobile
phase of diisopropylether-ethyl acetate (10/90, v/v) at
flow-rate of 1.5 ml/min. Fluorimetric detection was
performed with the excitation and emission wave­
lengths at 387 nm and 444 nm.

Liquid Chromatography-Mass Spectrometry·

Liquid chromatography-mass speetrometry (LC-MS)
was carried out with a Waters Model 600 MS solvent
delivery system. a Waters Model U6K injector (Waters,
Division of Millipore, Trappes, France) equipped with
a 50 J.1lloop, a Vestec thermospray interface (Vestec,
Houston. l'X, USA) and a Nermag R-I0I0-L quadru­
polar mass speet:fometer (Delsi-Nermag, Argenteuil,
France) using positive ion chemical ionization with
ammonia as reagent.

Liquid chromatography separation was obtained using

a 5 J1Dl Novapack ODS column (150 x 3.9 mm LD.)
(Waters, Division of Millipore, Trappes, France). Two
mobile phases, degassed prior to use and kept under a

~ stream of helium, were used at a flow-rate of 1.5 ml/

·1•....· ~~~tonitri1e-O.l M ammonium acetate (30nO, v/v) for
separation of produets IV and IX.

, - Acetonitrile-O.1 M ammonium acetate (60/40, v/v) for
, separation of produets V, VI, vu, vm and X.
l
.1 These chromatographie conditions were chosen be-
! cause they gave the most satisfactory separation.

1 The conditions of use of the thermospray interface.
1 optimized by a direct injection of luminarin-hydrazides
, (250 omol in 200 !Ù of the mobile phase) through the
1 injector shunt, were as follows: control temperature:
! 131°C; vaporizer tip temperature: 223 oC; source
1 temperature: 242 oC and tension of repeller: + 273 V.
1. Mass spectra were scanned from 110 a.m.u. to 810
1 a.m.u.

, Fluorescence and Absorbance Measurements

The spectra were Cully corrected. Fluorescence quan­
tum yields were determined with reference to quinine
bisulphate in 0.05 M sulphuric acid, according to the
method of Parker and Rees [11], and Demas and

J Crosby [12]. Measurements of quantum yields were
j done at room temperature without deoxygenation. The
1 intrinsic fluorescence sensitivity was expressed by the
1 equation: IFS = q> x E/H, where q> is the quantum yield,

J

, 98

H is the half band-width (cm-l ) and e is the molar
absorptivity (1 morl cm-1) [13].

Derivatization Procedure

200 J1l aqueous sulphuric acid (0.1 M) containing car·
bonyl compounds was mixed with 10 J1l luminarin
hydrazide solution (50 mM) in a 75 x 12 mm brown
glass test tube. The tubes containing the test sampies
were capped and allowed to stand at room temperature
for 30 min for the optimal formation of produets IV
and IX. 120 min for products V, VI, VU and vm, and
60 min for product X and Luminarin 3-HMF deriva­
tive. The blank reagents (without carbonyl) were
treated in the same manner as the carbonyl samples to
aid the detection of reagents 1, n and m, as well as
their main degradation products namely luminarin 3
acid (product XI), luminarin Il acid (product XII) and
luminarin 12 acid {produet XIll}, respectively. One
hundred microliters of sodium hydrogencarbonate
(0.6 M) were carefully added to adjust the pH to 7.0,
and the tube was agitated gently until gas evolution
ceased. Dichloromethane (2 ml) was then added, and
the mixture was vonexed for 2 min. The layers were
separated by centrifugation and the upper aspirated
and discarded. The remaining dichloromethane layer
was evaporated under a stream of nitrogen at room
temperature. The resulting residue was dissolved in
acetonitrile (reversed-phase chromatography) or dichlo­
romethane (nonn3I-phase chromatography), and dilut­
ed when necessary with the same solvent, and then an
aliquot was injected into the chromatograph.
HMF was derivatized by reagent 1 by mixing 10 J1l of
standard solution containing 0.1-10 omol of HMF with
190 J1l of aqueous sulphuric acid (0.1 M) and 10 ~ of
reagent 1 (50 mM). Derivatization was canied out as
described above.

Detennination ofHydroxymethylfurfural in
Orange Juices and Concentrates

Preparation of the samples. Sample preparation fol­
lowed a modified version of the procedure reponed by
Blanco Gornis et al. [14].
The octadecyl extraction cartridges were conditioned
by washing with 10 ml of Methanol and then 10 ml of
distilled and deionized water. This was achieved with a
vacuum apparatus (Vac-Elut™). Two milliliters of
either pasteurized orange juice or orange juice concen­
trate were passed through the column under vacuum.
The column was then centrifuged at 3500 x g for 10 min
to remove excess water. Next, the HMF was eluted into
glass tubes with 2 x 2 ml of acetonitrile. The eluate was
taken to dryness in a brown glass tube (75 x 12 mm)
under a stream of nitrogen at room temperature. ACter
drying, 200 j..Ù of aqueous sulphuric acid (0.1 M) and
10 J.Ù reagent 1 solution were added to the tube, and the
derivatization procedure was carried out as described
above.
Recovery sludies. Orange juice sample, spiked with 1,2
and 3 J.UIlolll of HMF, were processed as described
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under sample preparation. An unspiked juice sample
was used as the blank. The peak areas obtained were
compared with the peak area obtained when equal
amounts of HMF were derivatized without prior
extraction.

ResuUs and Discussion

For the purposes of this study an appropriate derivati­
zation reagent must have the following structural
features: (i) a reactive functional group with respect to
the carbonyl funetion, (ü) a fluorophore responsive to a
fluorescence detector. Therefore a projeet was directed
to the synthesis of quinoIizinocoumarin 9-carboxyIic
acid hydrazides (reagents l, n and min Table 1). The
physicochemical properties of each reagent were as
indicated in Table m.

Evaluation of Reagents I, n and ID as
Fluorescence Derivatization Reagents

The reactivities of these reagents were tested with
MDA and AcAc. Reaction of MDA and AcAc with
luminarin hydrazides involves nucleophilic attack by
the basic nitrogen atom on the carbony1 carbon.
Protonation ofthecarbonyl oxygen makes the carbonyl
carbon more susceptible to nucleophilic attack. How­
ever, the nitrogen atom can aIso undergo protonation.
The optimum conditions depend on the basicity of the

Table IlL Physico-c:hemicaJ propcrtics of rcageDts.

reagent and on the r~ctivity of the carbonyl cam
pound. The condensauon reaction here proceedeè
readily in an acidic ~edium (0.05-D.1 M H2S04) a:
room temperature. Higher temperatures allowed thé
reaction to proceed more rapidIy; however, at sa oc th.
peak heights decreased because of the degradation ()
the reagents and products to the corresponding acidS
The effeet of luminarin hydrazide concentration Wa!

aIso examined until there was no further increase in thé
amount of luminarin derivatives generated in the
reactÏon. The optimum conditions finally adopted ar~
those described under derivatization procedure.
Figures 1 and 2 show the kinetic of the reaction for the
derivatization of MDA and AcAc with reagents l, Il
and m. MOA and AcAc (50 nmol) were added to an
excess of the luminarin reagents (500 nmol). Each
carbonyI compound was treated by the derivatization
procedure as described above with various reaction
times. The blank reagents without MDA and AcAc
were treated similarly.
The yields of the derivatization reaction were deter­
mined by measuring the peak heights of luminarin
derivatives and comparing them with those of solutions
of each product IV, VI, vu, VIII, IX and X (Sa nmol),
which were formed by the reaction of twice as much
MDA or AcAc with the different reagents. Kinetics of
MDA reaction with reagents I, n and m showed that:
the reaction was complete in 30 min with reagents 1and
ID and 120 min with reagent n. Kinetics of AcAc
reaction with the same reagents showed that the·

El·MS
Rcagents mlz (relative abundaoce %)

13CNMR Elemental Analysis

1

Il

• 313 (4.51).282 (1.14).
2SS (4.24), 2S4 (1.77).
226 (2.11).224 (28.23),
143 (31.38), 111 (1.70),
99 (38.5S), 83 (49.07),
70 (19.20), S7 (28.04),
S6 (l00.DO).

3SS (86.1S), 324 (1.2S).
296 (S.04), 282 (12.8S).
268 (63.48). 2SS
(100.00).254 (20.91),
242 (31.99).240
(13.60).227 (17.88).
226 (16.12).

(OMSO O~ 6 ppm 9.28
.(lH, s, H-3'), 7.1S (lH. s.
H·8), S.9O (lH, s. H-10).
4.28 (2H. s, H-4'), 3.47 (2H.
s. H.l'). 3.22 (4H, ID. H·3
and H·S), 2.70 (4H, m, H-1
and H·7), 1.87 (4H, m, H·2
and H-6).

(OMSO 061 6 ppm 8.94
(lH, s. H-6'). 7.13 (lH. s.
H·8), S.82 (lH. s. H-lO).
4.1S (2H. s. H·7'), 3.22 (4H.
m, H·3 and H-S), 2.70 (6H.
m, H-l. H-7 and H-l')' 2.0S
(2H, m, H-4'). 1.87 (4H. m.
H-2 and H-6), l.SS (4H. m.
H·2· and H-3').

(DMSO 0 6) 6 ppm 167.3 (C2,).
160.7 (Cu), lS0.9 (Clla). lS0.S
(ClzJ, 14S.4 (~), 122.1 (Cs).
117.5 (CA)' 107.9 (CIO)' 107.3
(Cs), 10S.5 (CUb). 49.1 and
48.S (C) or Cs), 36.7 (Cl')' 27.0
(C,), 20.9 (C~, 20.0 (~). 19.9
(Cl)'

(DMSO 0 6) 6 ppm 171.3 (CS'),
160.8 (Cn ). IS7.0 (Cl2a), IS0.6
(C l2d, 14S.4 (C9). 121.7 (Cs),
117.7 (CA)' 107.1 (Cs). 105.9
(C lO). 105.6 (CIZb), 49.1 and
48.5 (C3 or Cs). 33.0 and 30.4
(Cl' or C4'). 27.8 and 24.9
(~.orC3')' 26.9 (C,). 20.9
(C6). 20.0 (Cz). 19.9 (Cl)'

Calculated for
C17HI9N)Of C. 65.2;
H, 6.1; N. 13.4 %;
found: C. 65.1; H, 6.1;
N,13.4 "0.

Calcu!ated for
CzoH2SN303: C. 67.6;
H. 7.1; N. 11.8 %;
found: C. 67.5; H. 7.1;
N.1l.7 "la.

III· 431 (96.42),400(1.73).
3S9 (S.l1), 270 (4S.99).
2SS (100.DO).2S4
(4O.1S), 242 (43.07),
226 (33.58).210 (2.92),
198 (10.9S). 196
(l0.22).98 (2.92), 73
(l0.22). 58 (l0.22), 44
(8.03) .

• Commcrcially supplicd as solution in OMSO
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FigureZ

Tlme coune of the reactiOIl of acetylacetone with reagents I. n iUld
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reaction was complete in 60 min with reagent ID,
whereas 120 min were needed to approaeh completion
with the other two reagents. Hence the kinetics of the
reaction were slower for ketones than aldehydes. The
other factor impartant for an analytical application is
the stability of the produets. Reagent m appeared to
be the most interesting reagent from the point of view
of reactivity (lime of reaetion) but, unlike reagents 1
and n. it bas the disadvantage that is derivatives are
less stable in the aqueous sulphurie acid solution. The
stability of the produets of reagents 1and n in aqueous
sulphurie acid solution is satisfactory, with the higher
stability for reagent fi (over 72 hours). Unfortunately,
reagent fi reaets much more slowly with MDA than
reagentsl and nI. Based on these results, reagent 1was
selected as the optimal reagent with respect to reaetion
time, stability of reagent and produets, and yield of
reaction produet.
In contrast to the situation in aqueous sulphurie acid
solution, all the luminarin derivatives were stable for at
least one week in organie solvents sueh as acetonitriJe,
diehloromethane, ch1orofonn, dimethylsulfoxide and
dimethylformamide, when the solution was allowed to
stand at + 4 oC.

Confinnation of the Structure of the Reaction
Products

The produets of the reaetion of MDA and AeAe with
reagents l, n and ID were confinned as the correspond­
ing luminarin derivatives by LC-MS and by El-MS.
Qne of the Most imponant methods of pyrazole
synthesis involves the reaetion of l,3-dicarbonyls with
hydrazine derivatives. Praetically alllinear 1,3-dicarbo­
nyls give the corresponding pyrazoles with hydrazine
and its derivatives. The reaetion proceeds via the
formation of the monohydrazone, which May be
isolated eonditionally. It is not known, however,
whether the monohydrazones are eyclie or not.

We confonned the presence of produets IV, V, VI, VU,
VUI, IX and X in the reaetion mixtures by LC-MS. The
total ion current, obtained after injection into the
chromatographie column of an extract of the reaction
mixtures dissolved in the mobile phase, showed the
presence of the expected produets. AlI the reaction
mixtures exhibited a single produet represented by one
peak in LC-MS, except the AcAe reaetion mixture with
reagent l, whieh showed two peaks (Figure 3). These
two peaks represent the monohydrazone (produet V)
and pyrazole (product VI) form of the derivativc, as
indicated by LC-MS spectral data (Table IV). The data
shown in Table IV represent a summary of the charae­
teristie ions found for eaeh hydrazone derivative. It can
be conc1uded from these data that 1,3-dicarbonyls
derivatize with luminarin hydrazides at one carbonyl
functionality.
The fragmentation patterns obtained with El-MS (data
not shown) were consistent with the proposed struc­
tures.
The El-MS data of luminarin malonaldehyde deriva­
tives are consistent with produets IV, VU and IX being
present in the 5-hydroxy-2-pyrazoline fonn. The evi­
dence for this latter fonn was that the produets VI, VU
and IX showed a parent ion at miz 367,409 and 485,
respeetively, with additional ions at miz 349,391 and
467, respeetively, eorresponding to (M-18)t. These ions
result from loss of hydroxyl and hydrogen from the 5
and 4 positions of the pyrazoline ring. The ion at miz 68
corresponds to a loss of a pyrazole ring plus one proton
from ions at m/z (M-18)t. The remainder of the
moleeule appears in the fonn of carboxyl fragments at
mJz 282.324 and 399.
The El-MS data of luminarin aeetylacetone derivatives
showed a parent ion at mlz 3n, 419 and 495 for
produets VI, VITI and X. respeetively. The base peak
for product VI at mlz 281 is the result of cleavage of the
carboxyl fragment, less one proton, and the loss of the
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Fleure 3
Separation of luminarin acctylacctone derivatives by Le-MS. with a
thermospray interface. mode: positive ions. For other detaüs. $Ce

Experimenta!.

Table IV. Liquid c:hromatograpby-mass spee:tromeuy data for
luminarin derivatives.

Retention lime
. O1aracteristic Relative

ProduClS
(min) iODS abundance

(mIz) ('" of Base peak)

IV 5.s2 368 100.00
350 6.67
256 60.00

V 1.21 396 41.46vm 339 6.10
256 92.68
22S 100.00

VI 3.30 378 7.31
299 100.00
256 63.90

VII 2.01 410 1.35
392 100.00
324 9.87

VII 6.55 420 100.00
342 10.50

IX 4.73 486 3.85
468 36.54
417 100.00

X 2.44 496 100.00
418 58.75
417 52.50
400 68.75

• See teXl (or experimental conditions
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Table V. UV absorptiOD ad OuoresClCaCl: data for reagents 1, D and m iD various so1vents.

(a)

• Molar absorptivity (104 1mari cm-l )

- Quantum yjeld
···Intrinsiç flUOrCSCCDCl: scuitivity

Rcageat 1 Reageat n Reagentm

• - IFS··· >'ex1À.em • •• IFS··· • - IFS···Solvent À.ex/>'em E • E • >'ex/À.Cm E •
(nm) (pm) (nm)

Cydohexane 375/420 1.52 0.20 1.06 - - - - - - - -
Düsopropylether 3n1424 2.15 0.20 1.50 3681416 3.05 0.35 3.70 3811441 3.26 0.34 3.15

C11oroform 3841450 2.83 0.22 2.53 3821442 3.09 0.32 3.93 3901458 3.15 0.50 5.67

Ethyl aœtate 387/444 2.58 0.98 8.SS 3841429 3.19 0.98 10.37 3841451 2.70 0.80 7.24

TetrahydrofuraGe 3881443 2.71 0.92 8.57 3821428 3.07 0.98 10.47 3821451 2.80 0.75 6.S3

Dicb1oromethaoe 399/456 3.06 0.84 9.74 389/443 3.49 0.98 14.17 393/459 3.33 0.55 6.47

Dimethylsulfonde 3941464 2.46 0.98 9.41 391/455 2.81 0.98 10.17 3921474 2.82 0.98 9.78

Dimet.hylformamide 3931459 2.47 0.75 6.56 3881450 2.82 0.96 10.16 3921474 2.56 0.66 5.75

Ethanol 3'17/475 2.45 0.70 6.00 3941468 3.06 0.89 9.26 393/490 2.50 0.54 4.87

AcetollitrUe 3941464 2.S6 0.74 6.61 387/448 2.72 0.93 9.17 390/473 2.62 0.59 5.30

Methanol 399/481 2.69 0.60 6.65 393/471 3.03 0.82 8.45 3941498 2.77 0.47 4.68

Water 403/502 1.96 0.45 3.81 399/489 2.07 0.67 5.06 404/512 2.04 0.27 2.74

Cc)

XIQ

(b>
Il

VI XII
vm

IV
va IX

x

1~
min

lU

1o
i

10
min

Zig &i
10

min
Fi&are 4
Q1romatograms of derivatives of malonaldebyde and acetylaçetone with reagenls 1 (a) system 6, Il (b) system 4 and III (c) system 2. Two
picomol of eath derivative were iDjeeted on to the column. For other delails. see Experimental.

3,S-dimethylpyrazole ring Crom the parent ion. For
products vm and X, the base peak was the parent ion
peak. The occurrence and the relative intensity of the
fragment at mlz 96, corresponding to the 3,5-dimethyl­
pyrazole ring plus one proton, has been correlated with
the presence of the pyrazole Conn.

High-performanee Liquid Chromatographie
Separation and Detection of Luminarin
Derivatives

As indicated in Table V. more sensitive detection could
be achieved in less polar solvents. TItis means that the
separation of luminarin derivatives sbould be carriciJ
out using normal-phase chromatography. However, in
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this work reversed-phase chromatography was used. as
well as it is more popular and easy to use. The
chromatograms of the MDA and AcAc reactions
product with reagents I, D and m are shown in
Figure 4 (a), (b) and (c), respectively. They were
obtained after complete reaction under the conditions
described above. In general. a complete resolution
Letween the peaks of luminalin derivatives wuld !Je
obtained. For example. the resolution between prod­
uets IV and VI wu 2.96 (System 6). Other carbonyls,
sucb as formaldehyde, acetaldehyde. diacetyl. acrolein.
acetone and glyecraldehyde were also successfully
derivatized with reagent 1 and separateq [6]. Table VI
shows thecapacity factors and detection limits of
reagents and produets. A good separation was obtained
for produets and reagents. In reversed-phase mode.
derivatives with reagent 1 and m were less retained
than those with reagent n. The products XI, xn and
xm. which are the main byproduets of the derivatiza­
tion. did not interfere in this system. because they were
eluted before the rcagents and other produets. and
appeared practically at the front of the chromatograms.
As only smal1 quantities of produets XI, XII and XIII
were formed under optimal derivatization conditions. it
thus appears to be possible to deteet trace amounts of
derivatives of aldehydes and ketones with reagents ~n
and DL
MDA was deteeted at similar sensitivity with the
reagents 1 and D and at about twiec the detection limit
with reagent m. The derivative of AcAc with reagent
n fluoresced about twice as much as those with reagent
1 and m.

Application to the Determination of
Hydroxymethylfurfural in Orange Juices and
Concentrâtes

Both hydroxymethylfurfural and furfural are useful
indicators of quality deterioration of fruit juices during
heating processes like concentration. pasteurization or
storage. HMF bas been correlated with browning in
orange juice [15]. while furfura1levels have been shown
to increase as flavor deteriorates in commercially
processed fruit juices [16-19].
The classical methods for determining these com­
pounds in fruit juices are spectrophotometry [15, 18,
19] and HPLC [14. 20-24]. Spectrophotometry is
sensitive but suffers from several problems, i.e., toxicity
of reagents used. instability of the color complex
formed. and interferences of many other compounds
present in the fruit juice or concentrate. HPLC meth­
ods are more precise than spectrophotometric meth­
ods. and specific for HMF. Several authors have
demonstrated that the concentration of HMF deter­
mined by spectrophotometric methods is much higher
than that found by HPLC [20-22].
The low molar absorptivity of HMF led us to develop
an HPLC method with fuorimetric detection for
detennining HMF in orange juice and concentrates.

Chromatographia Vol. 36,1993

Table VI. Liquid chromatography-Duorimetric detediOD data f
lumiDariD derivatives. C

RcageDts and Capacity factor System DetectioD limiu
Produets (k') • (fmol)-usecI

6.00 6
1.15 3 254

U 4.04 .5 280
1.07 4 223

m 1.57 1 325
3.48 2 62S

IV 4.51 6 1S9
1.50 3 160

V 1.26 6
3.31 3

VI 217 6 90
5.48 3 251

VU 7.63 5 192
4.31 4 164vm 4.87 S 68
8.85 4 114

IX 2.58 2 425
X 5.01 1 250

14.48 2 340
XI 10.76 6
XII 10.65 S

• HPLC coDditions as described in the eltperimentaJ SectiOD
•• Lower detection limit (sigDalto noise ratio =3)

This method offers improved sensitivity as compared te
HPLC with UV detection.

We have investigated the possibility of a norma1-phas~

separation and determination of HMF as its luminarir
3 derivative. As can be seen in Figure 5. the normal·
phase chromatography mode was adequate for the am
of our work. The retention lime of the luminarin 3,
HMF derivative was 7.26 ± 0.47 "0. while the peak 0:

excess luminarin 3 appears at 105 min ± 156 %. Con;
firmation of peak identity and purity was established by
mass spectrometry. A sample clean-up prior to deriva,
tization was necessary in order to avoid the interferenc·
es caused by other carbonyl compounds present in th~

sample and aIso able to react with luminarin 3. There·
fore. a modified version of the procedure reported b}
Blanco et al [14] using solid-liquid extraction with C1E
cartridges was used. The overall efficiency of the
extraction step was found to be greater than 96 % fOl
amounts of HMF up to 50 JUIloUI. However, at HMf
concentrations greater than this, the amount retainec
by the column decreased, and therefore a sample
dilution was necessary. The quantification of HMF wa~

achieved by an external standard method. The calibra;
tion graphs were Iinear for HMF amounts derivatizec;
in each tube in the range 0.1-10 nmol (~ =0.991). The
detection limit was 294 fmol injected in this system; bu;
only amounts up above 65 pmol of HMF could be:
derivatized and quantified. When this latter amoun
was used, the reproducibility and linearity were poor;
Hence. the limiting factor in the sensitivity of th(
method was not detection but derivatization. Tht
intrarun relative standard deviation was 12.8 % for tht
0.1 nmol and 2.6 % for the 1 nmol HMF standarc

1Œ
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"preS
Typical c:hromatograms of hydroxymetbylfurfural iD juice concen­
trale. Chromatographie conditions in leXt.

Table vu. Rccovery st1Idies of bydroxymetbylfurfural (}{MF)
added ta pasleuriz.ed juicc and juice conccntrale. Mean of triplicale
samples.

Sample
HMFpreseot HMFadded Rec:overy

(JllDoUI) (J.IIDoUI) (%)

1.00 96.6
1uice concentrate 0.49 2.00 99.2

3.00 100.3

1.00 103.4
Pasleuriz.ed juice 8.53 2.00 97.1

3.00 99.0

(n =6). Recovery studies were done by the addition of
different amounts of standard HMF to pasteurized
juices and concentrates and the results are shown in
Table VII. These results indicated a significant differ­
ence in the HMF contents in juice concentrate and
pasteurized juice. The recovery of HMF in juice
concentrate and pasteurized juice, ranges from 96.6 to
100.3 % with an average of 98.7 % and 97.1 to 103.4 %
with an average of 99.8 %, respectively. Little differ­
ence in the limit of quantification was found between
our method and that described by Mijares et al [21]. but
the detection limit obtained by our method was better.
These results indicate that our method has an adequate
degree of specificity, sensitivity and accuracy for the
determination of HMF in orange juices and concen­
trates.

104

Conclusion

The newly developed derivatization reagents for the
HPLC separation of carbonyI compouncls followed by
fluorescence detection proved satisfaetory witb respect
to reaetivity. rcsolution, analysis lime and sensitivity.
The application of the method to the detennination of
HMF in orange juices and concentrates is suitable for
the study of browning changes during storage and
processing.
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m-4 ARTICLE 3

"1H, 5R.11 H-f11 Renzonvrnoo f.6.7.S-ij l Quinolizine-9-acetic acid. .

2,~,6,7-tetrahydro-ll-oxohydrazide ttuorogemc reagent tor

liquid chromatographie determination of aldehydes and

ketones"

Analytica Chimica Acta, (1992), 269 ,211-222.

En conclusion des travaux précedents, nous rapportons dans cet

article les possibilités offertes par la Lu.3 comme marqueur de

fluorescence des composés carbonylés à structure variée. La réactivité des

aldéhydes et cétones est discutée ainsi que la structure et les propriétés

spectrales d'absorbance et de t1uorescence, de quelques dérivés (luminarine

3 - malonaldéhyde, luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde et luminarine 3 ­

acroléïne) que nous avons synthétisés, dans différents solvants. La

chromatographie en phase normale et de polarité de phase inversée sont

également dévéloppées pour permettre la séparation et le dosage des

aldéhydes et cétones aliphatiques et aromatiques, des dialdéhydes et

dicétones, des cétoacides, cétoesters et les aldéhydes comportant dans leur

structure un groupement hydroxyle. La linéarité de la réponse du détecteur

pour les différents aldéhydes et cétones analysés s'est révélée satisfaisante

avec des coefficients de régression compris entre 0,984 et 0,999. La

sensibilité atteinte est de l'ordre de 60 - 1950 femtomoles injectés, avec une

réproductibilité d'environ 1,8% pour 100 picomoles injectés.
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of aldehydes and ketones
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Abstract

Carbonyls are widely occurring environmental compounds. Various aldehydes and ketones are major constituents
of food aromas. and a large number of pharmaceuticals and biologicaJ compounds contain carbonyI groups.
Therefore. the detennination of traces of carbonyls is of major imponance. Methods for the determination of
carbonyl compounds by means of IiQuid chromatography have been improved by the use of fluorescent derivatizing
reagents. This paper descnbes the use of a highly reaetive reagent with a 7-aminocoumarin moiety as the fluorophore
and carboxylic hydrazide as the group reaeting with the carbonyl funetion. AJiphatic, unsaturated and aromatic
carbonyls. dicarbonyls and other difunetional carbonyls react with this reagent and chromatographie separation in
both nonnal- and reversed-phase systems with tluorescence detection can be easily performed. The labelling reaetion
and the structure of the derivatives are discussed. together with the propenies of these derivatives in both normal­
and reversed-phase chromatographie systems. UV absorbance. correeted fluorescence speetra data and quantum
yields from luminarin 3 and representative luminarin 3 derivatives of carbonyl compounds are presented. The results
show that luminarin 3 derivatives of carbonyl compounds give high tluorescence quantum yields (.pl =0.71) and good
intrinsie tluorescence sensitivities (iFS = 5.68). F1uorimetric detection Iimits for most compounds range belWeen 60
and 1950 fmol injected. The method is suitable for quantitative analysis. with a reproducibiliry of about 1.8% (relative
standard deviation) for 100 pmol injected.

Keywords: F1uorimetry; Liquid chromatography; Aldehydes: Carbonyl compounds; Ketones

Correspondence 10: G. Mahuzier. Laboratoire de Chimie Ana­
lytique 11 et Serviee d'Analyse de Médicaments et Métabo­
lites. Faculté de Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de
l'Université Paris-Sud. 5 rue J.B. Oément. 92:!90 Chatenay­
Malabry (France).

ln recent years there has been increasing in­
terest in the development of liquid chromatogra­
phy (LC) for analyses for biological compounds
with a carbonyl moiety in their skeleton (e.g.

0003-2670/92/S05.00 'C 1992 - Elsevier Science Publishers B.V. Ali rights reserved
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sugars and oxosteroids). However, the low molar
absorptivities of most of these compounds hinder
sensitive detection. Derivatization has therefore
been proposed, with various fluorogenic reagents,
as foUows.

Dansylhydrazine (DNS-H) has been used for
both thin-layer chromatographie (TLC) and LC
separations of sugars [1-3], ketosteroids [4-8]
and various carbonyl compounds [9,10]. This
reagent has been reported to give a high fluores­
cent background, and its degradation produets
can interfere with the determination of sorne
compounds. During the derivatization reaction
between dansylhydrazine and carbonyJ com­
pounds, a series of contaminants are also formed
[11]. Normally, these contaminants are at such
low concentrations that they present no major
problems, but a large excess of dansylhydrazine
must be added to sorne materials in order to
obtain compJete derivatization. Therefore, the
sensitivity can be lost if a contaminant peak can­
not be separated from the test compounds.
High-performance gel-permeation chromatogra­
phy has been used [12,13] ta remove the excess of
reagent.

4-Hydrazino-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole
(NBD-H), 4-hydrazino-7-nitro-2,1,3-benzoxadia­
zole hydrazine (NBD-H . NH 2 NH 2 ), 4-aminosul­
phonyl-7-hydrazino-2,1,3-benzoxadiazoJe (ABD­
H) and 4-(N,N-dimethylaminosulphonyI}-7-hy­
drazino-2,l,3-benzoxadiazole (DBD-H) have also
been used to good advantage for fluorogenic la­
belling of aldehydes and ketones [1,3,6,7,12-16].
These reagents are not naturally fluorescent but
their reaction produets with aldehydes and ke­
tones fluoresce at wavelengths from 548 to 580
nm with excitation from 450 to 470 nm. ABD-H
and DBD·H have similar reactivities and are more
reactive than NBD-H' NH 2NH 2.

More recently, anthracene-l- and -2-carboxylic
acid hydrazides and 0-0-, 2- and 9·anth­
rylmethyDhydroxylamines have been used as fluo­
rogenic labelling reagents for carbonyl com­
pounds [17].

As the quinolizinocoumarin nucleus is a useful
fluorescent and chemiluminescent label [18-20],
and taking advantage of the specifie reaction be­
tween carbonyl compounds and nucleophiles (in-

F. Traoré et aL / ArulL Chim. Acta 269 (1992) 211-222

cluding hydrazine derivatives), it was considered
that substitution of the amine group of luminarin
4 [19] by the hydrazine group wouJd convert the
molecule into a good reagent for carbonyl com­
pounds. The appropriate reagent, luminarin 3
(1 H ,5B,11 H-[1}benzopyrano[6,7,8-if]quinolizine­
9-acetic acid 2,3,6,7-tetrahydro-11-oxohydrazide),
was synthesized and proved to be suitable in
praetice.

This paper describes the use of luminarin 3
(see Fig. 1) as a fluorescence-based labelling
reagent for carbonyl assays. Reactivity towards
aldehydes and ketones, UV and fluorescence
spectral properties and quantum yields of the
reagent and of derivatives in various solvents are
reported. A simple LC method (both normal- and
reversed-phase) for the separation and determi­
nation of a variety of carbonyls, including keto
esters, keto acids and aliphatie, aromatic and
unsaturated hydroxycarbonyl and dicarbonyl com­
pounds was also developed.

EXPERIMENTAL

Apparatus
Mass speetrometry (MS) was performed with a

Nermag R-101O-C instrument. For fluorescence
measurements a Perkin-Elmer Model LS 50 lumi­
nescence spectrometer was used. A microcom­
puter coupled to the spectrofluorimeter calcu­
lated corrected speetra and quantum yields. A
Shimadzu Model UV-2100 UV-visible recording
spectrophotometer with a 1-cm quartz cell was
used for all absorbance measurements.

LC analyses were performed with a Chro­
matem 380 pump (Touzart-Matignon, France)
equipped with a Model 7125 injector (Rheodyne,
Cotati, CA) with a 20-,.Li sample loop and a
Shimadzu RF-530 fluorescence LC monitor
(Touzart-Matignon) equipped with a xenon lamp
and a micro flow cell. The data were processed
with a C-RSA Chromatopac (Shimadzu, Kyoto).

Two LC systems were studied as follows.
System 1. Adsorption chromatography was car­

ried out on a 250 x 4.6 mm i.d. 5-J.Lm Nucleosil
silica column (Interchim, France) using ethyl ac­
etate-diisopropyl ether (90 + 10, vIv) as the mo-
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bile phase at a flow-rate of 1.5 ml min - 1. The
eluate was monitored at an excitation wavelength
of 389 nm and an emission wavelength of 445 nm.

System II. Reversed-phase chromatography was
perfonned on a 250 x 4.6 mm Ld. 5-lLm ODS
Nucleosil column (Beckman, Les Ulis, France)
using acetonitrile-0.01 M imidazole buffer (pH
7.5) (40 + 60, v/v) as the mobile phase at a flow­
rate of 1.5 ml min- I . The detector wavelengths
were set at 399 and 485 nm for excitation and
emission, respeetively.

Reagents
AIl reagents were purchased from· Aldrich­

Chemie (Steinheim, Gennany) or Sigma (St.
Louis, MO), except methylmalonaldehyde bisdi­
ethyl acetal and luminarin 3 and its hydrolysis
produet (luminarin acid), which were manufac­
tured by Eurobio (Les Ulis, France). Stock solu­
tions of luminarin 3 and luminarin acid were
prepared' in dimethyl sulphoxide and diluted fur­
ther with the same solvent to the required con­
centrations. The solvents (LC and fluorimetric
grade) were obtained from FSA Laboratory Sup­
plies (UK).

Malonaldehyde (MDA) and methylmalonalde­
hyde (MeMDA). These were prepared according
to Esterbauer and Slater [21]. Stock solutions (10
mM) were prepared by hydrolysis of 1,1,3,3-tetra­
ethoxypropane (0.25 ml) or 2-methyl-1,1,3,3-tetra­
ethoxypropane (0.25 mD, respectively, in 100 ml
of 1% sulphuric acid for 2 h at room tempera­
ture.

Acetoacetaldehyde. A 10 mM stock solution
was prepared by hydrolysis of 1,I-dimethoxybu­
tan-3-one (0.14 ml) in 100 ml of 1% sulphuric
acid for 1 h at room temperature.

Succinaldehyde. This was best prepared with
an excellent yield during or just before analysis
through complete hydrolysis within 30 min of
pure 2,5-dimethoxytetrahydrofuran according to
the method of Sawicki and Sawicki [22]. A 10 mM
stock solution was prepared by hydrolysis of 2.5­
dimethoxytetrahydrofuran <0.136 ml) in 100 ml of
1% sulphuric acid for 1 h at room temperature.

Acidified acerylacetone solution. A 1 M solution
of acetylacetone in 1% sulphuric acid was pre-
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pared and when necessary diluted with the same
solvent to the desired concentration.

Acidified acrolein solution. A 0.1 mM solution
of acrolein (prop-2-enaD in 1% sulphuric acid
was prepared and diluted when necessat'Y with
the same solvent to the desired concentration.

Synthesis of luminarin 3 derivatives for the fluo­
rescence study

Luminarin 3 derivatives of malonaldehyde, 2­
methylmalonaldehyde and acrolein were pre­
pared as follows. Luminarin 3 (313 mg, 1 mmol)
in 10 ml of dimethyl sulphoxide was added to
malonaldehyde (72 mg, 1 mmol), 2-methyl­
malonaldehyde (86 mg, 1 mmol) or acrolein (56
mg, 1 mmol) in 100 ml of 1% sulphuric acid. The
reaetion was carried out in the dark for 60 min.
Sodium hydrogencarbonate (2.5 g) was added to
adjust the pH of reaetion mixture to 7.0. The
required luminarin 3 derivatives were extraeted
twice with 50 ml of dichloromethane. After sepa­
ration and drying by the addition of 10 g of
anhydrous Mg 2SO4' the dichloromethane layer
was evaporated to dryness under vacuum. The
dried extraet, dissolved in 5 ml of dichloro­
Methane, was purified by means of column chro­
matography (25 x 3.5 cm Ld. column) on silica gel
60 (0.04-0.063 mm; Merck, Darmstadt) with a
dichloromethane-tetrahydrofuran gradient as
eluent to give luminarin 3-malonaldehyde (199
mg, 72.3%), luminarin 3-methylmalonaldehyde
(151 mg, 53%) and luminarin 3-acrolein (189 mg,
66%).

The physico-chemical properties of these
derivatives were as follows. Luminarin 3­
malonaldehyde (yellow powder): El-MS, m/z
367; elemental analysis, calculated for CzoH ZIN3­
0 4, C 65.40, H 5.72, N 11.44; found, C 65.41, C
5.81, N 11.40%. Luminarin 3-methylmalonalde­
hyde (yellowish brown needles): El-MS, m/z 381;
elemental analysis, calculated for CZIH23N304' C
66.14, H. 6.04, N 11.02; found, C 66.06, H 6.18, N
10.97%. Luminarin 3-acrolein (pale yellow pow­
der): El-MS, m/z 351; elemental analysis, calcu­
lated for CZOHZIN303' C 68.38, H 5.98, N 11.97;
found, C 68.30, H 6.11, N 11.89%.

Stock solutions (25 mM) in dimethyl sulphox­
ide were kept frozen at - 20°C. The absence of
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coumarinic contarninants in the luminarin 3
derivatives was checked by means of LC with
fluorescence detection under the conditions de­
scribed above and by LC-MS with total ionic
current monitoring on a Nermag R-101Q-L instru­
ment, using positive-ion chemical ionization with
ammonia reagent. LC separation was obtained
using a 150 x 4.6 mm i.d. 5-JLm ODS Nucleosil
column (Interchim) and acetonitrile-0.1 M am­
monium acetate (30 + 70, v/v) as the mobile
phase at a flow-rate of 1.5 ml min - 1.

Fluorescence and absorbance measurements
The speetra were fully correeted. Fluorescence

quantum yields were determined with reference
to quinine hydrogensulphate in 0.05 M sulphuric
acid according to Parker and Rees [23]. Measure­
ments of quantum yields were done at room
temperature without deoxygenation. The orienta­
tional polarizability, a factor used to characterize
solvent polarity, was calculated as follows [24]:
4f = (D .- 1/2D + 1) - (n 2 - 1/2n 2 + 1), where
n and D are the refractive index and the dielec­
tric constant of the solvent, respectively. The
intrinsic fluorescence sensitivity expressed by the
equation IFS = l/J€/H, where H is the half
band-width (cm - 1) and € is the molar absorptiv­
ity ([ mol- I cm - 1), controis the intensity distribu­
tion over the part of the emission spectrum de­
tected and is therefore important for the sensitiv­
ity of the deteetor cell [25].

Derit:atization procedure
A 1OO-JL1 sarnple containing 0.5-50 omol of

carbonyl compounds in 0.1 M sulphuric acid was
mixed with 100 JoLI of the latter and 10 JLI of 10
mM luminarin 3 solution. The mixture was kept
at room temperature for 60 min (aldehydes) or
240 min (ketones) in the dark. A clean control
tube was used as a reference system to aid the
detcction of luminarin 3 and its degradation
product. A lOO-ILl volume of 0.6 M sodium hydro­
gencarbonate solution was carefully added to ad­
just the pH to 7.0 and the tube was agitated
gently until evolution of gas ceased. Dichloro­
methane (l ml) was then added and the mixture
was vortex mixed for 2 min. The layers were
separated by centrifugation and the upper layer

.F. Traoré et al 1Anal Chïm. Acta 269 (1992) 211-222

was aspirated and discarded. The remaining
dichloromethane layer was evaporated under a
stream of nitrogen at room temperature. The
resulting residue was dissolved in 100 JoLI of ace­
tonitrile (system II) or ethyl acetate (system 1),
and an aliquot was injeeted into the chromato­
graph.

RESULTS AND DISCUSSION

Confinnation of reagent structure
The structure of luminarin 3 was confirmed

[26] by IR, 1H NMR, mass speetrometry and
elemental analysis. Salient characteristics were as
follows: IR (KBr) showed the bands of the quino­
lizinocoumarin nucleus and the hydrazide func­
tion (1100, 1640, 1670, 3060, 3250, 3320 cm - 1);
1H NMR [C6D6-CD30D (50 + 50, v/v)] gave ôH
7.10 OH, s, CH), 6.04 OH, s, CH), 3.48 (2H, s,
CH 2), 2.90 (4H, m, CH 2NCH 2), 2.65 (4H, In,

CH 2 and CH 2), 1.70 (4H, m, CH2 and CH 2);

El-MS showed a fragmentation pattern consis­
tent with the proposed structure, with the molec­
ular ion peak (m/z 313) and fragmentation of
the side-chain (m/z 296, 282, 254) and of the
lactone ring (m/z 226); elemental analysis, calcu­
lated for C17HI9N303' C 65.2, H 6.1, N 13.4;
found, C 65.1, H 6.1, N 13.4%.

Structure of reaction products
The proposed method for the determination of

carbonyls takes advantage of the possible general
equation for the labelling reaetion of carbonyl
compounds with luminarin 3, which proceeds by
nucleophilic addition to the carbonyl followed by
1,2-elimination of water and the formation of the
luminarin 3 derivatives. Because luminarin 3 is a
weak nucleophile, the coupling reaction is carried
out in the presence of acid, which promotes pro­
tonation of the carbonyl.

The structure of the reaction products of the
carbonyl compounds with luminarin 3 was con­
firmed as luminarin 3 hydrazone by MS. The
mass spectra provided particularly convincing
data. In aIl instances, the molecular ion peak was
present in the mass spectra of each luminarin 3
derivative. The suggested reaction mechanism is
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CH 2-CO-NH-NH 2 0

Il
+ R' - C-R

carbonyls

o

lum Inarln 3
lum inarin 3 derivetives of carbonyls

Fig. 1. Reaction of carbonyl compounds with luminarin 3 to give luminarin 3 hydrazone.

carbonyls

luminarin 3

H' SHIFT

o

c

luminarin 3 pyrazole

--c' -
".

luminarin 3 hydroxy-pyrazole

malonaldehyde : RI = R2 = RJ = H

methylmalonaldehyde : RI =RJ =H; R:z = CH3
acetylacetone RI = RJ = CHJ; R:z = H

Fig. ::. Probable mechanism of formation of luminarin 3 derivatives of acetylacetone, malonaldehyde and methylmalonaldehyde.
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Fig. 3. Effeel of reaetion lime on formalion of luminarin 3
derivalives of (A) acetylacelone and (8) malonaldehyde al
room lemperalure.

aldehyde and acetylacetone precipitate immedi­
ately owing to their low solubility in the aqueous
phase. This precipitation shifts the equilibrium
toward the almost quantitative fonnation of the
derivative. The insolubility of the luminarin 3
derivatives of malonaldehyde and acetylacetone
in water indicates that the reaetion can be made
quantitative on the microscale.

Malonaldehyde and acetylacetone were added
to an excess of the luminarin 3 reagent. Each
carbonyl compound (0.02 J,Lmol) was treated in
the derivatization procedure for various reaction
times. The time-dependent increase in the peak
heights of the luminarin 3 derivatives was moni­
tored by LC(Fig. 3).

The peak heights of luminarin 3-malonalde­
hyde became constant after about 30 min, which
suggests that the derivatization yield was maxi­
mum within this period. Using an optimum reac­
tion time of 60 min, the other aldehyde corn·
pounds were also converted into luminarin 3
derivatives. The reactivities of ketones with this
reagent were lower than those of aldehydes, as
shown in Fig. 3. Hence, 240 min was necessary
for the reaction.

The peak heights of the luminarin 3 deri,,:a­
tives decreased with increased sulphuric acid con­
centration. Each carbonyl compound (0.02 J,Lmol)
was treated in the derivatization procedure using
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Reaction conditions
The reaction conditions were investigated with

malonaldehyde and acetylacetone, chosen as rep­
resentative aldehydes and ketones, respectively.

To ensure maximum derivatization of the car­
bonyl compounds, the reaction between malon­
aldehyde. acetylacetone and luminarin 3 was
studied on a microscale at room temperature.
When the reaction is carried out with micromolar
amounts. the luminarin 3 derivatives of malon-

shown in Fig. 1. Unambiguous evidence for the
fonnation and purity of the luminarin 3 deriva­
tives of malonaldehyde, methylmalonaldehyde
and acrolein was provided by LC, spectral date!
and elemental analysis. Elemental analysis of the
luminarin 3 derivatives (malonaldehyde, methyl­
malonaldehyde and acrolein) conformed with the
theoretical values. The luminarin 3 derivative of
acrolein showed two peaks in Le {system n, the
second (at 4.02 min) being much higher than the
first (at 3.57 min). These two peaks were proved
to be the syn and anti isomers of the hydrazone
by 1H and l3C NMR (data not shown). The
luminarin 3 derivative of methylmalonaldehyde
also showed two peaks in LC (System n, the
second (at 4.88 min) being much higher than the
first (at 4.42 min). These two peaks were proved
to be the threo and erythro isomers. The lumi­
narin 3 derivative of malonaldehyde showed a
single peak in both chromatographie systems.
LC-MS, El-MS, IH NMR and l3C NMR studies
proved that the luminarin 3 derivative of malon­
aldehyde artd methylmalonaldehyde had the hy­
droxypyrazole fonn (Fig. 2B) (data not shown).

The luminarin 3 derivative of acetylacetone
was also analysed with mass speetrometry under
chemical ionization and eleetron impact condi­
tions. The mass spectra clearly showed that the
derivative is luminarin 3-pyrazole (molecular
mass 377), which is probably obtained by cycliza­
tion of the luminarin 3 hydrazone initially fonned
(molecular mass 395), followed by elimination of
water (Fig. 2C).

The occurrence of the hydroxypyrazole and
pyrazole structure of /3-diearbonyl compounds has
observed with other hydrazine-based reagents, as
described by Kost and Grandberg [27].
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TABLE 1

UV absorption and fluorescence data for luminarin 3 in various solvents

Solvent AI • UVA mu li b Ac. Acm He .pd IFS c liA - "F
1

(nm) (nm) (nm) (cm- I ) (cm- I )

Cyclohexane 0.001 381 1.27 380 423 3129 0.16 0.65 2606
Diisopropyl ether 0.145 376 2.33 376 423 3278 0.36 2.56 2955
Chloroform 0.185 403 2.68 403 455 2722 0.61 6.00 2867
Ethyl acetate 0.199 383 2.57 383 445 2907 0.93 8.23 3638
Tetrahydrofuran 0.209 384 2.66 384 442 2990 0.85 7.56 3451
Dichloromethane 0.218 400 3.09 400 456 2652 0.53 6.18 3101
Dimethyl sulphoxide 0.260 395 2.60 395 463 2843 0.95 8.68 3718
Dimethylformamide 0.276 391 2.50 . 391 458 2722 0.89 8.17 3741
Acetonitrile 0.304 391 2.55 391 462 2739 0.65 6.05 3963
Methanol 0.308 399 2.58 399 480 2747 0.57 5.35 4261
Water 0.320 408 1.94 408 503 2465 0.42 3.30 4629

• AI - Orientational polarizability. b li = Molar absorptivity 004 1 mol lcm 1). C H = Width at half band-height (cm 1) of the
emission band. d .p = Quantum yield. c IFS = Intrinsic fluorescence sensitivity. ( liA - IIF (Absorption maximum - emission maxi-
mum), or Stokes shift, expressed in cm -1.

various concentrations of sulphuric acid; 0.1 M
H 2S04 w~ preferred for Le analysis because
more concentrated acid gave an unknown sub­
peak on the chromatogram, which was identified
by (system II) combined with MS and by compari­
son with an authentic sample (M+ =M - 44 =
255), as 2.3,6,7-tetrahydro-ll-oxo-1H,5H,llH­
[l]benzopyrano[6,7,8-inquinolizine-9-acetic acid
Ouminarin acid). To avoid the formation of this
fluorescent degradation produet, the reaction
temperature should not exceed 300 e and acid
catalysts (H 2S04 concentration > 0.1 M) should

not be used. Greater peak heights were obtained
in the concentration range 0.05-0.1 M H2S04 ,

without affecting the formation of this byproduct.
The influence of the amount of luminarin 3 on

the peak heights of the malonaldehyde and
acetylacetone derivatives was studied. Each car­
bonyl compound <0.02 JLmol) was treated in the
derivatization procedure using various amounts
of luminarin 3. The peak heights were almost
constant over the range of luminarin 3 concentra­
tions investigated <0.05-0.5 JLmol). These experi­
ments indicated that the optimum conditions were

TABLE 1-

UV absorption and fluorescence data for luminarin 3-malonaldehyde derivative in various solvents

Solvent AI UVA mu f Acx Acm H <b IFS liA - "F
(nm) (nm) (nm) (cm- I ) (cm -1)

Cyclohexane 0.001 372 2.22 388 438 3501 0.79 5.01 4051
Diisopropyl ether 0.145 373 2.82 379 423 3075 0.67 6.15 3169
Chloroform 0.185 398 3.30 395 449 2370 0.94 13.09 2854
Elhyl acetate 0.199 381 3.19 389 449 2940 0.70 7.59 3975
Tetrahydrofuran 0.209 381 3.25 387 441 2902 0.98 \0.99 3571
Dichloromethane 0.218 396 4.19 395 460 2495 0.95 15.94 3513
Dimethyl sulphoxide 0.260 396 2.96 394 464 2763 0.98 \0.48 3701
Dimethylformamide 0.276 392 2.% 393 460 2763 0.71 7.60 3nI
Acetonitrile 0.304 391 3.21 394 464 2670 0.71 8.55 4024
Methanol 0.308 399 2.93 397 480 2673 0.58 6.36 4229
Water 0.320 406 2.30 401 502 2326 0.39 3.85 4710
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UV absorption and fluorescence data for luminarin 3-methylmalonaldehyde derivative in various solvents

Solvent ~I UV A....,. ~ A6 Aem H 1/> IFS VA -VF
(nm) (nm) (nm) (cm- I ) (cm- I )

Cyclohexane 0.001 388 2.81 386 444 3595 0.43 3.36 3251
Diisopropyl ether 0.145 373 2.53 380 424 2568 0.94 9.27 3225
Chloroform 0.185 399 2.71 394 450 2649 0.97 9.92 2840
Ethyl acetate 0.199 381 2.25 388 443 2933 0.92 7.07 3673
Tetrahydrofuran 0.209 384 2.67 391 449 3009 0.89 7.89 3770
Dichloromethane 0.218 396 3.15 394 453 2835 0.93 10.35 3177
Dimethyl sulphoxide 0.260 396 2.53 393 464 2843 0.91 8.10 3701
Dimethylformamide 0.276 393 2.58 . 392 458 2786 0.94 8.72 3611
Acetonitrile 0.304 391 2.46 393 462 2629 0.67 6.26 3930
Methanol 0.308 399 2.51 399 480 2506 0.98 9.81 4229
Water 0.320 408 1.87 401 501 2470 0.45 3.41 4550

those used in the derivatization procedure de­
scribed above.

Fluorescence spectrum
Fluorescence spectra and quantum yields were

measured in various solvents. Tables 1, 2, 3 and 4
show the UV-visible absorbance, the corrected
fluorescence spectral data and quantum yields for
luminarin 3 and its malonaldehyde, methylmalon­
aldehyde and acrolein derivatives in various sol­
vents.

The wavelength of the fluorescence emission
maxima in solvents (polar and apolar) did not
vary significantly between the derivatives. How­
ever, for cyclohexane and water a red shift of the

fluorescence spectrum with increasing polarity of
the solvent was observed. The spectral maxima
were shifted from 423 nm in cyclohexane to 503
nm in water (Fig. 4). The difference in the Stokes
shifts of the fluorescence from cyclohexane and
water amounts to 3760 cm -1 (Table n, while the
orientational polarizability (t:,.f) changes by 032.
Tables 1-4 show that aprotic solvents produce
considerably smaller Stokes shifts than those
which can form a hydrogen bond by acting as
proton donors. Sïmilar effeets have been reported
for coumarin molecules [28]. The Stokes shift
(quoted for sorne solvents in Tables 1-4) does not
follow the solvent polarity defined by orienta­
tional polarizability. The quantum yield decreases

TABLE 4

UV absorption and fluorescence data for luminarin 3-acrolein derivative in various solvents

Solvent :11 uv A....,. ~ Aex Aem H </J IFS VA - VF

(nm) (nm) (nm) (cm- I ) (cm- I )

Cyclohexane 0.001 389 2.83 381 421 3371 0.20 1.68 1954
Diisopropyl ether 0.145 373 2.74 379 423 3385 0.91 7.38 3169
Chloroform 0.185 399 2.97 398 453 2561 0.98 11.37 2988
Ethyl acetate 0.199 382 2.69 389 444 3248 0.89 7.38 3655
Tetrahydrofuran 0.209 383 2.61 389 444 31n 0.94 7.71 3587
Dichloromethane 0.218 396 3.40 395 454 2769 0.98 12.02 3226
Dimethyl sulphoxide 0.260 397 2.66 394 465 3332 0.96 7.67 3684
Dimethylformamide 0.276 392 2.56 394 461 2722 0.69 6.49 3818
Acetonitrile 0.304 393 2.67 394 466 2767 0.53 5.11 3986
Methanol 0.308 399 2.77 397 480 2736 0.50 5.05 4229
Water 0.320 408 1.98 397 499 3265 0.50 3.03 4470
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Fig. 4. Fluorescence spcctra of luminarin 3 solutions. The successive maxima correspond to (1) cyclohexane, (2) ethyl acetate. (3)

dichloromethane. (4) dimethyl sulphoxide. (5) methanol and (6) water. The heights do not rellect relative fluorescence yields.

when the polarity of solvents increases, but is
recovered. for example, in viscous solvents. These
results are explained by the strong polar charac­
ter of these molecules in the excited state relative
to the ground state when they are dissolved in a
polar solvent: the presence of electron-donor
(amino) and electron-acceptor (carbonyl) groups
leads to a dipolar. planar intramolecular charge­
transfer state ocn. which results in a large in­
crease in dipole moment and a solvatochromic

effect; a reduction in the emission spectrum and
a bathochromic shift of the fluorescence spec­
trum are observed in polar solvents.

With luminarins, these phenomena were
strongly diminished, because the rigidity of the
dye molecule is increased by including the amino
nitrogen atom in a planar ring. The mobiiity of
this amino group, whose rotation causes energy
dissipation, leads in sorne instances to the forma­
tion of a non-planar twisted intramolecular
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charge-transfer state (TIen. When the molecule
is rigidized, the rotation of the amino group is
hindered and emission is markedly improved. This
was demonstrated by the properties of luminarin
3 and its derivatives (Tables 1-4>. Sunilar results
have been obtained for coumarin 102 [29-31l.

According to these results, a nonnai-phase sys­
tem would be more suitable than a reversed-phase
system for the trace analysis of luminarin 3
derivatives of carbonyl compounds.

Le separation of hydrazones
Severai solvent systems were examined in or­

der to select the most suitable eluent. An organic
phase of ethyl acetate-diisopropyl ether (90 + 10,
vIv) was found to be suitable when used with a
Nucleosil silica column. An excess of reagent and
the reaction byproduct Ouminarin acid> did not
interfere with the LC analysis, because they were
eluted after the most of the luminarin 3 deriva­
tives of the carbonyl compounds (Table 5). Sepa­
ration of the derivatives was obtained in less than

TABLES

Capacity faao~ (k ') for luminarin acid. Juminarin 3 and
individual carbonyl compounds tested as their Juminarin 3
derivatives

Compound k'

System 1 System Il

Luminarin acid 10.61
Luminarin 3 5.43 1.49
Acetaldehyde 5.31 3.05
Acetoacetaldehyde 2.13 10.28
Acetoin 5.73 1.53
Acetone 1.89 3.57
Acetoacetic acid 10.86 1.52
Acetylacetone 1.12 10.51
Acrolein 1.71 5.58

1.38
Diacetyl 1.17 4.33
Ethyl acetoacetate 2.22 6.51
Fonnaldehyde 5.70 2.93
Furfural 1.41 7.30
Glyceraldehyde 10.29 0.74
Hydroxymethylfurfural 3.57 2.62
Malonaldehyde 4.26 3.16
Methylmalonaldehyde 2.21 4.72

1.99
Succinaldehyde 2.20 5.33

F. Traoré et al 1Anal Chim. Acta 269 (]992J 2/l-222
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Fig. 5. Separation of luminarin 3 derivatives (system 1) with
tluorescence detection. 1 mV full·scale. Peaks: diacetyl 0.25
min); acrolein (4.02 min); malonaldehyde (7.83 min). 250 frool
of each derivative were injeaed on to the column.

20 min. The separation of diacetyl, acetylacetone,
methylmalonaldehyde, malonaldehyde, acrolein,
succinaldehyde, acetoacetaldehyde, acetone, ethyl
acetoacetate, furfural and hydroxymethyl furfural
can be achieved in less than 10 min. The analysis
of subsets of the carbonyl compounds Iisted !n
Table 5 can be optimized by changing the analyti­
cal conditions (e.g., gradient elution, C 18 instead
of silica column for low-molecular-weight car­
bonyls>.
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TABLE 7

• The linear range is 3.125-800 pmol in ail instances.

Equations for calibration graphs [defined as y = tU + b, where
y is the peak area (arbitrary units) and J: is the injected
amount of sample injected (pmo))] and correlation coefficients
(r) for fluorescence detection

ran, either alone or with water, gave lower selec­
tivities than the acetonitrile-water mixture. The
mobile phase components (acetonitrile-imidazole
buffer) were chosen for their ability to promote
peroxyoxalate chemiluminescence (CL) detection,
as reported by Tod and co-workers [15,20] for
other luminarin derivatives.

The reversed-phase mode was used in this
work as it is more popular and easier to use. The
reaction byproduct (luminarin acid) peak ap­
peared at the front of the chromatograms. Lumi­
narin 3 derivatives of aliphatic aldehydes (C 3-C 10

range) and benzaldehyde were separated on the
same column using acetonitrile-imidazole buffer
(55 + 45, vIv) and with baseline resolution [26].
Luminarin 3 derivatives of even higher aldehydes
and ketones should not be difficult to separate
but would probably require a higher percentage
of acetonitrile. Shorter columns could also be
used effectively.

The capacity factors for the carbonyls tested
are given in Table 5. Most produced single peaks
in the middle of the chromatogram; two peaks for
the luminarin 3 derivative of acrolein and methyl­
malonaldehyde were observed (Table 5, system n,
because anti and syn, threo and erythro confonn­
ers, respectively, were recognized and separated
on the silica column, as explained above. How-

r

0.993
0.999
0.999
0.996
0.991
0.998
0.999
0.998·
0.998
0.984
0.999

Equation •

y = 1538SJ: - 1396
y = 11741J: - 915
.v = 9979J: + 1680
y = 12623J: + 1039
y = 10136J: + 1162
y = 8942J: + 6104
.v = 9884J: + 2162
y = 15928J: + 7932
y = 28775J: - 24650
y = 11462:x: + 6783
y = 10765J: + 176

Acetoacetaldehyde
Acetone
Acetylacetone
Acrolein
Diacetyl
Ethyl acetoacetate
Furfural
Hydroxymet hyl furfu rai
Malonaldehyde
Methylmalonaldehyde
Succinaldehyde

Carbonyl compound

The effect of carbonyl structure on retention
time in normal-phase separation is apparent from
the data shown in Table 5. The retention times
increased with decreasing chain length for the
saturated luminarin 3 derivatives. The retention
times fo aromatic aldehydes (e.g., furfural and
hydroxymethylfurfural) were consistent with po­
larity considerations and substituent effects.

Although no attempt is made here to discuss
the relationships between retention times and
other physico-chemical properties, the data in
Table 5 may serve as a guide for optimizing LC
conditions for a given mixture of carbonyl corn­
pounds.

The octadecyl and silica gel columns were
compared for selectivity; although a larger capac­
ity factor ratio was obtained for carbonyl corn­
pounds with the octadecyl support, the overall
resolution was diminished because of broader
peaks.

The octadecyl column with solvents such as
methanol, ethanol, propan-2-o1 and tetrahydrofu-

Compound Detection Iimit a

(fmoJ)

System 1 System II

Luminarinacid 133
Luminarin 3 356
Acetaldehyde 158
Acetoacetic acid 163
Acetoacetaldehyde 175 1950
Acetoin 156
Acetone 136 372
Acetylacetone 90 1570
Acrolein 140 650
Diacetyl 83 1950
Ethyl acetoacetate 160 325
Fonnaldehyde 261
Furfural 132 780
G1yceraldehyde 473
Hydrnxymethylfurfural 294 487
Malonaldehyde 159 163
Methylmalonaldehyde 134 210
Succinaldehyde 65 392

a Signal-to-noise ratio - 3.

Detection Iimits of luminarin acid, luminarin 3 and luminarin
3 derivatives of carbonyl compounds in LC with fluorescence
<Setection.

TABLE 6
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ever, when a reversed-phase system with acetoni­
trile was used, only a single peak was obtained.

Performance offluorescence delection
The detection limits of the LC methods are of

the order of a few femtomoles. Figure 5 shows
the reliability of the detectability of the method.
The detection Iimit (DL) was obtained for 20-10'1
a1iquots of samples using a peak-height integrator
signal-to-noise ratio of 3 (Table 6), calculated as
DL = 3 (Tb/a, where (Tb and ëi are respectively
the standard deviation of the intercept and the
Mean of the slope of six calibration graphs deter­
mined by linear regression.

To construct calibration graphs for quantifica­
tion, increasing amounts of carbonyl compounds
were derivatized and analysed as described above.
From the chromatograms obtained (fluorescence
detection) the relationships between peak area
and concentration of the carbonyls were calcu­
lated using the calibration graph.

Table 1 7 gives the equations and correlation
coefficients obtained with fluorescence detection
(system n. The calibration graphs for the car­
bonyl compounds used were linear over the range
3.125-800 pmol per injection and the relative
standard deviations were less than 1.8% (n = 6)
for 100 pmol per injection.

Conclusion
Derivatization of carbonyl compounds im­

proves the sensitivity of their assay. The lumi­
narin 3 derivatization reagent for carbonyl com­
pounds in LC with fluorescence deteetion proved
satisfactory with respect to reactivity, resolution,
analysis time and sensitivity. The method may be
of value for carbonyl determinations at trace lev­
els in biological, pharmaceutical and environmen­
tal research.

This work was supported in part by a grant-in­
aid (Aguire Basualdo) for scientific research from
the Chancellery of the University (Paris, France).

REFERENCES

1 G. Avigad. J. Chromatogr.. 139 (I9n) 347.
2 W.F. Alpenfels. Anal. Biochem.. 114 (1980 153.

F. Traoré ~t al / AMl Chim. Acta 269 (1992) 211-222

3 M. Takeda, M. Maeda and A Tsuji, J. Chromatogr~ 244
(1982) 347.

4 V. Graef, Z. Klin. Chem. Klin. Biochem.. 8 (1970) 320.
5 R. Chayen, R. Dvir, S. Gould and A. Harrel. Anal.

Biochem., 42 (1971) 283.
6 T. Kawasaki, M. Maeda and A Tsuji, J. Chromatogr.• 232

(1982) 1.
7 T. Kawasaki, M. Maeda and A Tsuji, J. Chromatogr_ 226

(1981) 1.
8 T. Kawasaki, M. Maeda and A Tsuji, J. Chromatogr.• 163

(1979) 143.
9 AD. Reid and P.R. Barker, J. Chromatogr., 260 (1983)

115.
10 R.W. Frei and J.F. Lawrence, J. Chromatogr.• 83 (1973)

321.
11 J.M. Anderson, J. Chromatogr.• 330 (1985) 347.
12 K. Imai, S. Higashidate. Y. Tsukamoto, S. Uzu and S.

Kanda, Anal. Chim. Acta, 225 (1989) 421.
13 K. Imai, S. Higashidate, A Nishitani and Y. Tsukamoto,

Anal Chim. Acta, 127 (1989) 21.
14 G. GÙbitz., R. Wintersteiger and R.W. Frei, J. Chro­

matogr., 7 (1984) 839.
15 S. Uzu, S. Kanda, K. Imai, K. Nakashima and S. Akiyama,

Analyst, 115 (1990) 1477.
16 R. Weinberger, T. Koziol and G. Millington, Chro­

matographia, 19 (1984) 452.
17 J. Goto, Y. Saisho and T. Nambara, Anal. Sei., 5 (1989)

399.
18 M. Tod, R. Farinotti, 1. Gaury and G. Mahuzier, Anal.

Chim. Acta, 217 (1989) Il.
19 M. Tod, M. Prevot, R. Farinotti and G. Mahuzier, J.

Chromatogr., 542 (1991) 295.
20 M. Tod, M. Prevot, M. Poulou, R. Farinotti, J. Chalom

and G. Mahuzier, Anal. Chim. Acta, 223 (1989) 309.
21 H. Esterbauer and T.F. Slater, IRCS Med. Sei., 9 (1981)

749.
22 E. Sawickï and c.R. Sawicki, Aldehydes: Photometrie

Analysis, Vol. 2. Academie, London, 1975, p. 264.
23 CA Parker and W.T. Rees, Analyst, 85 (1960) 587.
24 G. Weber and FJ. Farris, Biochemistry, 18 (1979) 3075.
25 J.B.F. Uoyd, J. Olromatogr., 178 (1979) 249.
26 M. Tod, PhD Thesis, Université Paris-Sud, 1990, No. 138.
27 AN. Kost and 1.1. Grandberg, Adv. Heterocycl. Chem., 6

(1966) 347.
28 R. Farinotti. Ph. Siard. S. Kirkiacharian, B. Valeur and G.

Mahuzier. J. Olromatogr., 269 (1983) 81.
29 GA. Reynolds and K.H. Drexhage, Opt. Commun.. 13

(1975) 222.
30 G. Jones. Il. W.R. Jackson and AM. Halpern. Chem.

Phys. Leu.. 72 (1980) 391.
31 G. Jones. Il. W.R. Jackson, C. Choi and W.R. Bergmark.

J. Phys. Chem.. 89 (1985) 294.



158

m-5 DETERMINATION PAR CHROMATOGRAPIDE LIQUIDE DU

MALONALDEHYDE DANS LES MILIEUX BIOLOGIQUES APRES

DERIVATION PAR LA LUMINARINE 3

La peroxydation lipidique (lipoperoxydation) induite par les

enzymes ou par la présence de radicaux libres est impliquée dans de

nombreuses pathologies (infarctus du myocarde, athéroscléroses, diabètes,

hépathopathies, vieillissement cellulaire, rhumatisme, pathologies

malignes, rejet de geffe) et toxicité due à certains solvants, pesticides et

médicaments [CROSS et coll., (1987); LAZZARINO et coll., (1987); EKSTRDM et

coll., (1988a); LUNEC (1990); TOMITA et coll., (199Gb); NOBERASCO et coll.,

(1991); SHARA et coll., (1992)].

Les acides gras polyinsaturés constituent la principale cible des

radicaux libres et des enzymes. Leur attaque se traduit par la formation de

plusieurs produits de dégradation dont le malonaldéhyde [BENEDEITI et

coll., (1980); ESTERBAUER et coll., (1982); RECKNAGEL et GLENDE (1984);

WADE et VAN RIJ (1985); CORONGIU et coll., (1986); HUNTER et MOHAMED

(1986); PITKÀNEN et coll., (1989); WEBER (1990); TAMURA et SHIBAMOTO

(1991); THOMAS et coll., (1991)]. L'expérience a prouvé que le

malonaldéhyde, produit du métabolisme et de la dégradation des acides

gras polyinsaturés, principalement l'acide arachidonique (acide

eicosatétranoïque) [TAMURA et SHIBAMOTO (1991)], était l'un des produit

formés au cours de ce processus et pouvant servir de marqueurs de

lipoperoxydation dans les domaines médical et alimentaire [OHKAWA et

coll., (1979); UMANO et coll., (1988); GUTTERIDGE et HALLIWELL (1990)]. Le

malonaldéhyde est aussi formé à partir de différents lipoxides,

hydroperoxydes, endoperoxydes et peroxydes d'acides gras polyinsaturés,

on le rétrouve également à différents stades de métabolisme dans
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l'organisme en tant que produit secondaire, particulièrement lors de la

biosynthèse des prostaglandines, des thromboxanes et de la prostacycline

LPRYOR et STANLEY (1975); WADE et coll., (1985)].

Ill-S-! Rappel sur la Iipoperoxydation [PRE (1991, 1992, 1993)]

La lipoperoxydation est un processus permanent et ubiquitaire se

développant simultanément à l'aide d'enzymes (dioxygénases,

lipoxygénases) ainsi que spontanément (auto-lipoperoxydation) sous fonne

d'un enchaînement de réactions particulières dites "radicalaires".

Indispensable à l'organisme, la lipoperoxydation enzymatique conduit à la

formation d'eicosanoïdes très divers biologiquement très actifs et

d'espèces radicalaires oxygénées exerçant leur pouvoir bactéricide dans les

foyers infectieux. A l'inverse, la lipoperoxydation spontanée s'avère

toujours néfaste. Dans les conditions physiologiques nonnales, elle reflète

la toxicité de l'oxygène. Elle est en effet fonction de l'activité métabolique

et par là même, de la consommation de ce gaz à partir duquel sont

inexorablement produites des formes très réactives (états singulet, anion

superoxyde, radical hydroxyl) fortement impliquées dans l'initiation de ce

processus délétère qui, lors de défaillances et/ou de débordements des

systèmes de défense, est un élément majeur de la désorganisation

cellulaire. Pouvant être aussi induite par des espèces chimiques de type

radicalaire ou des intermédiaires radicalaires issus du métabolisme de

certains xénobiotiques, la lipoperoxydation concerne essentiellement les

acides gras polyinsaturés libres ou intégrés dans les structures lipidiques

des lécithines des membranes cellulaires par exemple.

Volet lipidique des agressions radicalaires, la lipoperoxydation

amplifie ce type d'agression par les radicaux qu'elle génère au cours de sa
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phase de propagation. Elle exerce par ailleurs une toxicité propre liée aux

aldéhydes issus de la dégradation des formes lipoperoxydées instables.

En effet, les produits ultimes de la lipoperoxydation sont

essentiellement constitués d'aldéhydes, d'acides et de traces

d'hydrocarbures tous issus de la coupure d'hydroperoxydes dont

l'instabilité est grande en présence de fer ionisé et hémique [ESTERBAUER

et coll., (1982)]. Ainsi, l'acide linoléique qui renferme 2 doubles liaisons

dans un enchaînement malonique (-CH=CH-CH2-CH=CH-) conduit à la

formation de 4 monohydroperoxydes différents dont les plus importants au

plan quantitatif sont les acides 13-hydroperoxy octadéca 9,11-diénoïque

(13 LOOH) et 9-hydroxyperoxy octadéca 10,12-diénoïque (9 LOOH). Ces

monohydroperoxydes (13 LOOH et 9 LOOH) sont l'objet de 2 types de

scissions s'accompagnant d'une production de ·OH et aboutissant à la

formation de pentane, d'hexenal, de 2,4-nonadiénal, de 2,4-décadiénal

ainsi que d'autres composés (acides, aldéhydes acides) qui, eux aussi, sont

l'objet de transformations complexes encore mal élucidées.

L'acide arachidonique (C20) présentant 4 doubles liaisons en

position malonique conduit par ce jeu complexe de réactions à 6 formes

majeures de monohydroperoxydes. Selon que la soustraction de l' H·

s'effectue sur le C7 ou le CIO ou le C13 (-lCOOH), on obtient

essentiellement et respectivement les couples suivants: 5 LOOH et 9 LOOH,

8 LOOH et 12 LOOH, Il LOOH et 15 LOOH à partir desquels sont obtenus de

nombreux composés de coupure.

Certains radicaux monoperoxyle généralement minoritaires et

présentant au moins 3 doubles liaisons en position malonique (le 12 LOO·

de l'acide linoléique par exemple) sont, après transformation en

hydroperoxyl-épidioxyde par fixation d'une nouvelle molécule d'02 et
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soustraction d'un H·. à l'origine d'un dialdéhyde tricarboné, le

malonaldéhyde (MDA) qui apparaît donc comme un produit très minoritaire

de la lipoperoxydation.

Les principaux aldéhydes issus des réactions de coupure sont des 4­

hydroxyalkénals dont le plus abondant est le 4-hydroxy-2-trans nonénal,

issu de l'oxydation disruptive des acides gras polyinsaturés <0 6. Le 4­

hydroxy-2-trans hexénal provient de la peroxydation des acides gras

polyinsaturés <03. D'autres structures de même type ont été identifiées tels

que le 4,5-dihydroxydécénal, le 4,5-hydroperoxynénal, le 4­

hydroxyundécénal.

Les divers alcanes fonnés comportent de 2 à 8 atomes de carbone et

sont présents à l'état de traces dans l'air expiré. L'éthane et le pentane

proviennent respectivement des acides gras polyinsaturés <0 3 et <0 6. Dans

le cas de la fonnation d'éthane, l'avant dernière étape consiste en une

scission d'un radical alkoxyl (16 LOOH de l'acide linoléique) aboutissant à

un radical éthyl. Pour le pentane, la scission (du 13 LOOH de l'acide

linoléique par exemple) aboutit à un radical pentyl.

Les produits aldéhydiques de coupure aInSI que les

hydrolipoperoxydes sont à l'origine de structures complexes fluorescentes,

correspondant aux chromolipoïdes (lipofuscines et céroïdes) s'accumulant

dans les tissus au cours du vieillissement ainsi que lors de stress oxydants

ou de déficits en antioxydants (carence en tocophérol par exemple).

Ill·5·2 Méthodes de dosage du malonaldéhyde

L'évaluation de la lipoperoxydation s'avère relativement difficile du

fait de difficultés d'ordre métabolique et analytique. La grande diversité

des espèces formées (radicaux libres à très courte durée de vie,
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hydroperoxydes lipidiques labiles, aldéhydes et alcanes issus de la réaction

de coupure de certains dérivés, chromolipides de condensation

fluorescents), ainsi que l'inégalité tissulaire des systèmes de défense rend

très difficile le choix d'un marqueur du processus global. De nombreuses

techniques d'évaluation ont été proposées. Certaines, très délicates

d'emploi, et nécessitant un appareillage très onéreux ne sont pas adaptables

aux exigences de la routine biomédicale. Nous porterons pl us

particulièrement notre attention sur les méthodes de dosage du

malonaldéhyde les plus usuelles en biologie clinique et en industrie

alimentaire (Annexe IV-8 à IV-16, pages 334-342).

La méthode la plus couramment utilisée pour doser le

malonaldéhyde est basée sur la mesure spectrophotométrique (530-532 nm

ou 535 nm selon qu'il se trouve en milieu aqueux ou butanolique) ou

spectrofluorimétrique (À-ex 532 nm, À-em 550 nm) du produit de

condensation fonné entre le malonaldéhyde et l'acide 2-thiobarbiturique ou

le 4,6-dihydroxy-2-thiopyrimidine (TBA). Du fait des circonstances de sa

découverte et des premières études qui lui ont été consacrées, la réaction

thiobarbiturique, souvent considérée, et ce, excessivement, comme le reflet

du seul malonaldéhyde, apparaît comme le test de lipoperoxydation le plus

ancien et de beaucoup le plus utilisé.

Cette réaction a fait l'objet de très nombreux protocoles. Elle

consiste généralement en une incubation à 95-H)()OC de durée variable (l0

à 60 min) en milieu acide, ce qui permet notamment de libérer le

malonaldéhyde des combinaisons (bases de Shiff) dans lesquelles il est

engagé.

Il est bien établi que de nombreux aldéhydes (alkanals, alkénals, 2,4

alka diénals, 4-hydroxyalkénals) sont produits lors de la lipoperoxydation.

En plus du malonaldéhyde, le 4-hydroxynonénal, l'hexanal, le propanal et
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le propénal sont parmi les plus abondants [ESTERBAUER et coll., (1982):

HlRAy AMA et coll., (1990)]. Ces aldéhydes dans différentes conditions

produisent avec le TBA des chromogènes jaunes, oranges et rouges dont les

maximums d'absorption sont respectivement à 455,495 et 532 om.

De plus, de fortes valeurs d'absorbance ou de fluorescence ont été

signalées lorsque les échantillons renferment des ions métalliques tels que

le c02+, Ni2+, Mn2+, Zn2+, ca2+, Cr2+, Ce2+, Fe2+ et Fe3+ [ASAKA WA et

MATSUSHITA (1980): BIRD et DRAPER (1984)]. En milieu acide (pH 2,7) et

en présence de Fe3+, le 2-hexénal et le 2,4-hexadiénal forment avec le TBA

plus rapidement qu'avec le malonaldéhyde un complexe rose dont le

maximum d'absorption est à 532 nm [BIGWOOD et READ (1989)].

Il apparaît donc que, dans certaines conditions analytiques, la

réaction à l'acide thiobarbiturique reflète non seulement la présence de

malonaldéhyde mais aussi celle des aldéhydes issus de la dégradation des

hydroperoxydes lipidiques.

De plus, de nombreuses molécules non issues de la lipoperoxydation

peuvent également, dans certaines conditions,produire un chromogène rose

ayant les mêmes caractéristiques spectrophotométriques que le composé

d'addition acide thiobarbiturique-malonaldéhyde (TBA-MDA). C'est

notamment le cas de pyrimidines substituées, de la sulfadiazine, la

bilirubine, la biliverdine et des sérums hémolysés [KNIGlIT et coll., (1988)].

Certains oses tels le fructose et avec un moindre effet le glucose amplifient

la formation du pigment rouge à partir d'aldéhydes insaturés (2,4­

hexadiénal, 2,4-decadiénal). La bilirubine, la biliverdine et les sérums

hémolysés conduisent à une coloration rose orangé présentant une

absorption marquée à 450 nm et 532 nm. Ces réactions parasites perturbent

parfois les lectures spectrophotométriques et spectrofluorimétriques et ce

même si elles sont pratiquées sur un extrait butanolique.
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C'est pourquoi, certains auteurs ont proposé des méthodes plus

sélectives basées sur la séparation chromatographique (Annexe IV-8 à IV­

16, pages 334-342).

Pour notre part, nous proposons une technique simple de dérivation

du malonaldéhyde par la luminarine 3. L'étude de la réaction de dérivation

(cinétique, influence du pH, concentrations des réactifs), la détermination

des propriétés spectrales du dérivé formé dans le mélange acétonitrile­

tampon imidazole nitrate et l'étude des conditions chromatographiques

permettent de proposer une méthode en chromatographie liquide sur

colonne à polarité de phases inversée suivie d'une détection fluorimétrique.

Le but essentiel de ce travail était de rechercher les conditions

permettant de doser le malonaldéhyde dans le plasma. Par ailleurs, les

possibilités de séparation et de détection de l'acroléine ont été abordées en

vue d'un éventuel dosage simultanné du malonaldéhyde et de l'acroléine

dans les produits alimentaires particulièrement lors de la dégradation

oxydative des acides gras [HlRAYAMA et coll., (1990)]. Cette dernière partie

n'a fait l'objet d'aucune application.

Les conditions optimales de dérivation (effet du pH, cinétique de la

réaction de dérivation, rendement de la réaction et stabilité des dérivés

formés) utilisées sont celles précédemment décrites dans les articles 2 et 3.

Bien que, en milieu fortement acide, la basicité de l'azote terminal de la

luminarine 3 soit réduite par fixation d'un proton diminuant ainsi son

caractère nuc1éophile, il a été montré que le pH acide semble néanmoins le

mieux indiqué pour dériver des quantités faibles de malonaldéhyde. Le

milieu aqueux et la température du laboratoire semblent être également les

meilleures conditions.



165

In-S-3 Matériel et méthodes

- Réactifs

1,1,j,3-tetraéthoxypropane TEP (ALDRICH); acétonitrHe pur pour

C.LH.P (FSA LABORATORY); acétylacétone ou 2,4-pentanedione (SIGMA);

acide nitrique concentré (PROLABO); acide sulfurique concentré

(TOUZART-MATIGNON); acroléine ou 2-propénal (ALDRICH);

dichlorométhane "pour fluorimétrie" (FSA LABORATORY);

diméthylsulfoxyde" pour fluorimétrie " (PROLABO); hydrogénocarbonate

de sodium (JANSEN); hydroxyde de sodium (PROLABO); imidazole

(ALDRICH); luminarine 3 (EUROBIO-SERATEC, FRANCE); sulfate de

quinine (MERCK).

- Préparation des solutions

Solution standard de malonaldéhyde

Le malonaldéhyde (MDA) est préparé par hydrolyse acide du 1,1,3,3­

tetraéthoxypropane (TEP), tout en considérant que la conversion du 1,1,3,3­

tetraéthoxypropane en malonaldéhyde est de 100 % [EKSTROM et coll.,

(l988a)]. Dans une fiole jaugée colorée en brun de 100 ml, introduire

0,245 ml de 1,1,3,3 tetraéthoxypropane et compléter le volume avec de

l'acide sulfurique à 1% rn/v. Bien mélanger et laisser reposer à l'abri de la

lumière et à la température du laboratoire pendant deux heures. Cette

solution contient 10 mM de malonaldéhyde et est stable à -20°C pendant

plusieurs mois. Son titre est déterminé en uv à 245 Dm.

Les différentes solutions standards filles sont obtenues par dilution

de la solution mère ( 10 mM) avec de l'acide sulfurique 1%, rn/v.
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Solution standard de luminarine 3

La 1uminarine 3 est préparée en solution 10 mM dans le

diméthylsulfoxyde. Cette solution se conserve pendant plusieurs mois à

-20°c.

Solution standard de l'étalon interne (luminarine 3-méthylmalonaldéhyde)

Préparer une solution à 0,25 mM de luminarine 3­

méthylmalonaldéhyde (Lu3-MeMDA); pour cela introduire dans un tube à

essai 19,05 mg exactement pesés de Lu3-MeMDA et ajouter 4 ml de

diméthylsulfoxyde ( solution mère à 25 mM ). Diluer cette solution par le

dichlorométhane pour avoir la concentration désirée.

Solution tampon imidazole nitrate 10 mMpH 7,5

Ajuster le pH de la solution avec de l'acide nitrique concentré.

Solution acide d'acétylacétone

Préparer extemporanément une solution d'acétylacétone lM dans

l'acide sulfurique 1% (m/v).

Solution acide d'acroléine

Préparer extemporanément une solution d'acroléine 0,1 mM dans

l'acide sulfurique 1% (rn/v). Diluer si nécessaire avec le même solvant pour

avoir la concentration désirée.

- Instrumentation

Le système chromatographique utilisé est un modèle de CLHP équipé

d'une pompe chromatem 380 (TOUZART-MATIGNON), un injecteur

RHEODYNE@ 7125 avec une boucle de 20 !-lI, un détecteur
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spectrofluorimétrique (WATERS-MODEL 420-C,SERIE N°OI804), et un

intégrateur (SHIMADZU-C-R5A CHROMATOPAC). Les mesures d'absorbance

ont été réalisées en utilisant un spectrophotomètre UV - VIS 18 LE

(SHIMADZU-UV-2100 SERIE N° 1255239). Pour la détermination du

rendement quantique relatif de fluorescence, un spectrofluorimètre

(PERKIN ELMER MODEL LS 50 SERIE N°28244) a été utilisé.

• Conditions chromatographiques

La séparation chromatographique est réalisée sur une colonne

nucléosil C18-5 f.1m (1SO x 4,6 mm de diamètre interne) (BECKMANN),

avec pour phase mobile un mélange isocratique acétonitrile-tampon

imidazole nitrate pH 7,5 (30/70, v/v) à un débit de 1,5 ml/mn à la

température du laboratoire.

En détection spectrofluorimétrique, on utilise, respectivement pour

l'excitation et l'émission, les filtres à 395 et 500 nID.

• Procédure de dérivation

La procédure de dérivation a été appliquée sur des solutions

aqueuses de malonaldéhyde et d'acroléine et à des sérums surchargés d'une

quantité connue de malonaldéhyde.

Solution aqueuse de malonaldéhyde et d'acroleine

Dans un tube à essai de 5 ml, introduire 200 f.11 de solution acide de

malonaldéhyde et d'acroléine puis 10 f.11 de solution de luminarine 3

(10 mM). Mélanger, protéger de la lumière et laisser à la température du

laboratoire pendant 1 heure. Ajouter 10 !-lI de solution acide

d'acétylacétone lM. Mélanger de nouveau et laisser en contact pendant

5 min. Ajouter 100 !-lI de solution aqueuse d'hydrogénocarbonate de
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sodium à 5%. Bien mélanger jusqu'à disparition complète des bulles. Au

contenu du tube, ajouter 20 f.ll de solution chlorofonnique de Lu3-MeMDA

0,25 mM (étalon interne) et 680 f.ll de dichlorométhane. Agiter au vortex

pendant 2 min puis centrifuger à 3000 tours/mn pendant 5 min. Eliminer la

phase aqueuse superieure, évaporer à sec la phase organique sous un

courant d'azote. Le résidu sec est dilué avec 100 f.ll ou plus d'acétonitrile

pour que la quantité de dérivé injectée soit comprise entre 5-20 pmoles.

La concentration en malonaldéhyde et en acroléine est calculée à

partir d'une droite d'étalonnage obtenue en utilisant des mélanges de

quantités connues de malonaldéhyde et d'acroléine.

Sérum ou plasma

Dans un tube à essai de 5 ml, introduire 400 f.ll de sérum ou plasma

pUIS 100 f.ll de solution d'hydroxyde de sodium à 1% et 500 ~

d'acétonitrile. Agiter au vortex pendant 1 min et incuber au bain-marie à

60°c pendant 30 min. Après centrifugation à 5000 tours/mn pendant

20 min , 300 f.ll de surnageant sont traités avec 200 f.ll de solution d'acide

sulfurique à 1%. Bien mélanger, et procéder comme décrit ci-dessus en

ajoutant 10 f.ll de solution de luminarine 3 (l0 mM) et en poursuivant le

protocole opératoire.

III-5-4 Résultats et discussion

- Condensation de la luminarine 3 avec le malonaldéhyde

La réaction de condensation de la luminarine 3 avec les composés

dicarbonylés peut avoir lieu en mettant en jeu 1 ou 2 molécules de

luminarine. Dans ce premier cas, une réaction de cyclisation est possible

donnant lieu à la fonnation d'un dérivé pyrazolé.
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Le IIl:~Jonaldéhyde. le méthylmalonaldéhyde et l'acroléin~ réagissent

avec la lwninarine 3, réactif nucléophile, en milieu acide pour fonner des

dénvés comme il est montré dans les articles 2 et':s. Les dénvés lwmnarine

3 -malonaldéhyde, -méthylmalonaldéhyde et acroléine ont été confirmés

quant à leur structure par spectrométrie de masse en ionisation chimique à

l'ammoniac, impact électronique et RMN (voir Annexe 1-4, pages 299-308).

Le spectre de masse en impact électronique du dérivé luminarine 3­

malonaldéhyde donne un modèle de fragmentation compatible avec la

structure proposée dans l'article 2.

La masse (M+l= 368) de l'ion moléculaire obtenu par ionisation

chimique prouve, que la réaction de condensation entre la luminarine 3 et

le malonaldéhyde est bien une réaction équimolaire.

• Préparation du malonaldéhyde

Le malonaldéhyde peut être préparé par hydrolyse acide du TMP ou

du TEP; il est instable et ne peut être trouvé à l'état pur. On préfère

quelquefois le synthétiser soit par voie enzymatique par l'action de l'alcool

déshydrogénase sur le 1,3-propanediol [SUMMERFIEill et TAPPEL (1978)],

soit l'isoler à l'état de sel sodique en faisant suivre l'hydrolyse acide d'une

neutralisation à pH 8 par la soude SN, puis évaporation à sec sous vide à

40°c et purification en milieu éthanol anhydre [LACDMBE et roi, (IWJ)]. Ces

dernières techniques étant plus longues, nous avons préféré celle se

limitant à une simple hydrolyse acide.

L'hydrolyse acide du tétraéthoxypropane (T E P) ou du

tétraméthoxypropane (TMP) peut s'accompagner de la production d'une

légère coloration jaune due probablement à la polymérisation des

molécules de malonaldéhyde [GUTTERIDGE (1975)]. Pour éviter la

formation de ces polymères, il est conseillé de travailler sur des solutions
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très diluées de TEP ou TMP. La littérature rapporte par ailleurs que le

mélange à volume égale de TEP et de solution acide ne donne pratiquement

qu'un seul produit d'hydrolyse, la ~-éthoxyacroléine [MARNEIT et TUTfLE

(1980)] (Figure 19), ce qui dénote une hydrolyse incomplète, et justifie de

travailler en solution fortement diluée.
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H 1

H

MAD R=C 2 Hs , BEA

R=CH3 , BMA

Figure 19 : Schéma probable de l 'hydrolyse du TEP ou TMP en
MDA

Les produits secondaires formés (~-éthoxy (BEA) ou

méthoxyacroléine (BMA») au cours de l'hydrolyse acide du TEP ou du TMP
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ne neuvent exister dans les conditinns nhvc;;inlnp'ionec: 011 1('" m~lnn~ldéhvcJe

se trouve exclusivement sous forme de base conjuguée [MARNEfT et

TUTTLE (198O)J.

En effet, le malonaldéhyde sous sa forme énol peut être considéré

comme un acide faible (pKa=4,46) [MARNETT et TUTTLE (1980)] dont

l'énolate, sa base conjuguée, semble être moins réactive vis à vis des

réactifs nucléophiles et ne participent pas aux réactions de condensation.

Enol

pka=4,46 \

"
Base Conjùguée (Enolate)

La cinétique de formation du malonaldéhyde est fortement

influencée par le pH du milieu et la température. Cette étude réalisée en

quantifiant le malonaldéhyde formé par spectrophotométrie UV à 245 Dm

("'max de la forme énol) montre que les meilleurs rendements de

conversion du TEP en MDA sont obtenus par incubation à 5Q°c .

A pH ~ 1, quelque soit la température, il ya 100% de transformation

du TEP en MAD. A pH 3, seulement 60% de MAD sont formés à 5Q°c; alors

qu'à 20-25°c, on ne note aucune présence de malonaldéhyde en solution. Il

nous semble donc que les conditions retenues ci-dessus soient les plus

favorables.



172

- Séparation chromatographique

Les conditions chromatographiques choisies pennettent de séparer la

luminarine 3 des dérivés formés avec le malonaldéhyde,

méthylmalonaldéhyde, acroléine et acétylacétone. Les différents temps de

retention et sélectivités sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1 : Temps de retention et sélectivité de la luminarine 3 et de

ses principaux dérivés

Molécules séparées Temps de Sélectivité
retention (a)

(minutes)

luminarine 3 4,8 -

luminarine 3 - malonaldéhyde 11,0 2,78

luminarine3- méthylmalonaldéhyde 17,8 1,70

luminarine 3 - acroléine 21,5 1,22

luminarine 3- acétylacétone linéaire 26,2 1,23

luminarine3- acétylacétone cyclique 39,1 1,52

La figure 20 représente les chromatogrammes correspondants à un

mélange de solutions standards de luminarine 3, luminarine 3 ­

malonaldéhyde, luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde et luminarine 3 ­

acroléine.
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La figure 21 représente les chromatogrammes obtenus, à partir d'une

d'un plasma témoin et surchargé (20 nmoles/ml), en utilisant la procédure

de dérivation décrite ci-dessus.
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Figure 20 : ProfIl d'élution d'un mélange de solutions standards

de luminarine 3 (50 pmoles), Lu.3-MDA (25 pmoles),

Lu.3-MeMDA (50 pmoles) et

Lu.3-ACRO (250 pmoles)

1 = luminarine 3 (4,82 min);

2 = Lu.3-MDA (10,55 min);

3 =Lu.3-MeMDA (17,86 min);

4 = Lu.3-ACRO (21,46 min)
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Figure 21 : (A) Profil d'élution d'un plasma humain de contrôle,

la flèche indique la position du dérivé luminarine 3 -

malonaldéhyde

2 =luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde (18,42 min)

3 = luminarine 3 • acétylacétone linéaire (26,20 min)

4 = luminarine 3 • acétylacétone cyclique (38,50 min)
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Figure 21 : (B) Profil d'élution du même plasma auquel on a

rajouté 20 nmoles de MDAlml (quantité injectée

équivalente à 20 pmoles du dérivé luminarine 3 _

malonaldéhyde)

1 =luminarine 3 • malonaldéhyde (11,50 min)

2 =luminarine 3 • méthylmalonaldéhyde (18,47 min)

3 = luminarine 3 • acétylacétone linéaire (26,26 min)

4 =luminarine 3· acétylacétone cyclique (39,04 min)
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- Propriété.y ,çpectrale~

Les propriétés d'absorbance et de fluorescence présentées par les

dérivés lurninarine 3 - malonaldéhyde, luminarine 3 - acroléine et

luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde ont été mises à profit pour leur

détection en chromatographie liquide.

En effet, on peut voir (Annexe 111-7 à III-Il, pages 321-325) que si

la position des maximums d'excitation varie peu en fonction de la

composition du solvant constituant la phase mobile, les maximums

d'émission subissent un effet bathochrome marqué avec l'augmentation de

la polarité du mélange acétonitrile-tampon imidazole nitrate. Ceci traduit

l'augmentation de l'interaction dipôle-dipôle entre l'état excité légèrement

polarisé de la molécule et le solvant, ce qui caractérise une émission de

fluorescence de type 3t*-;> 3t.

Les variations d'intensité de fluorescence de la luminarine 3 et des

dérivés luminarine 3-malonaldéhyde, luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde,

luminarine 3 - acroléine en fonctIon dt:; la teneur en acétonirrile de la phase

mobile ont été étudiées en détenninant les rendements quantiques relatifs

et la sensibilité intrinsèque de fluorescence de ces molécules, selon la

méthode proposée par PARKER et REES (1960).

Les sensibilités intrinsèques de fluorescence (t.l/f/H) des différentes

molécules pré-citées permettent donc de prévoir des limites de détection

assez basses.

Les rendements quantiques présentés à l'annexe 111-7 à III-11, pages

321-325) ont été calculés par rapport au sulfate de quinine en solution

sulfurique 0,05 M en se plaçant à une longueur d'onde d'excitation de 399

Dffi. Les rendements quantiques des dérivés luminarine 3 - malonaldéhyde,

luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde et lumiarine 3 - acroléine sont

maximum dans l'acétonitrile pur.
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Cependant, un mélange acétonitrile-tarnpon imidazole nitrate (30/70,

v/v) permet d'atteindre une sensibilité amplifiée par le processus

d'extraction (évaporation à sec de l'extrait dichlorométhanique).

• Caractéristiques de la méthode

Dans le domaine de concentrations étudiées, la droite d'étalonnage

établie à partir d'une solution standard de malonaldéhyde est linéaire

(y = 19,14 x - 4,07; r = 0,997) entre 1 - 20 nmoles/ml. La limite de

détection, du dérivé luminarine 3 - malonaldéhyde, pour un signal

correspondant à 3 fois le bruit de fond est d'environ 100 fmoles injectées

(fableau II).

Les méthodes spectrophotométriques fournissent des valeurs de

sensibilité s'échelonnant de 1 à 2 nmoles de MDA : 1 nmole [OHKAWA et

coll., (1979)],2 ronoles [KWON et WAITS (1963)]. Des valeurs inférieures,

sont obtenues avec les méthodes spectrofiuorimétriques : 5 pmoles [CONf1

et coll., (1991)], 1()() pmoles [yAGI (1976)], 110 pmoles [RICHARD et coll.,

(1992a)], exceptée la méthode spectrofluorimétrique basée sur la réaction de

Hantzsch [KIKUGAWAet coll., (1988)] où l'on estime la limite de détection à

5 nmoles. La méthode par spectrofiuorimétrie synchrone, décrite par

CONTI et coll., (1991), présente l'avantage de réduire les interférences, lors

des mesures de l'intensité de fluorescence, particulièrement celles dues à la

diffusion Rayleigh à cause de la proximité des maximums d'excitation et

d'émission.

Les méthodes chromatographiques permettent d'évaluer

spécifiquement le MDA et d'établir par là-même des valeurs de référence

sériques et plasmatiques à partir desquelles la fiabilité des méthodes

usuelles peut être appréciée. Elles sont très sensibles (Annexe IV-8 à

IV-16, pages 334-342) et indiquent les valeurs normales de MDA/ml de
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plasma (0,41-1,37) plus petites que celles fournies par les méthodes

spectrofluorimétriques ou spectrophotométriques (1-4 nmoles de MDA/ml

de plasma). A titre d'exemple, avec le protocole de WONG et coll., (1987), les

valeurs normales sont de 0,60 ± 0,13 nmoles de MDA/ml de plasma.

La sensibilité obtenue par notre méthode peut être donc suffisante

pour la détermination du MDA dans le plasma.

Le coefficient de variation de la méthode déterminé sur le

malonaldéhyde (n = 6) en solution aqueuse (20 nmoles/ml) est de 2,6%,

alors que celui dans le plasma de contrôle (20 nmoles/ ml) est de 4,8%. Le

taux de recouvrement du malonaldéhyde ajouté au plasma est ~ 97%. Ceci

nous permet de dire que le recouvrement du malonaldéhyde n'est pas

affecté par la technique de déprotéinisation décrite ci-dessus.

Tableau II : Limite de détection de la luminarine 3 et de ses principaux

dérivés

Limite de détection

Molécules (fmoles injectées)

Luminarine 3 356

Luminarine 3 - malonaldéhyde 125

Luminarine3-méthylmalonaldéhyde 208

Luminarine 3 - acroléine 650

En conclusion, la présente méthode peut être facilement adaptée aux

déterminations spécifiques du malonaldéhyde. L'utilisation de la

luminarine 3 comme réactif de dérivation et l'addition de l'acétylacétone,
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du dérivé luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde dans le mélange réactionnel

contribuent à la bonne sensibilité et reproductibilité de cette méthode. Elle

pourrait se prêter éventuellement à des applications telles que le dosage du

malonaldéhyde dans le plasma ou sérum et celui de l'acroléine et du

malonaldéhyde dans les produits alimentaires d'origine animale ou

végétale.
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"Determination of malonaldehyde by coupled high-performance

Iiquid chromatography-spectroOuorimetry aCter derivatization

with luminarin 3"

J.Chromatogr., (1993J, 648 , 111-118.

De part sa structure dialdéhydique, le MDA est très réactif et fonne

très facilement des bases de Schiff avec les groupements aminés libres,

quelles que soient les structures aux-quelles ils appartiennent. Ainsi, il se

combine aux protéïnes, aux phosphoaminolipides, aux oses aminés, aux

acides nucléïques [NAIR et coll., (1986); srONE et coll., (199Oa, 1990b); GODA et

MARNEIT (1991); SErO et OHKUBO (1991)]. Des composés de ce type ont

d'ailleurs été mis en évidence dans les urines [SErO et OHK.UBO (1991)].

Les produits de condensation du MDA avec les groupements amines

libres produisent du MDA du fait de la chaleur et de l'acidité du milieu

réactionnel. Il en est de même pour de nombreux dérives d'acides gras

polyinsaturés non peroxydés présents dans le milieu qui peuvent, sous

l'action conjuguée de la chaleur, de l'acidité du milieu réactionnel, présence

de traces de fer ionisé, des radicaux libres et de l'oxygène dissous, se

peroxyder et générer du MDA.

Il apparait donc que certains auteurs parlent de "MDA totale, ?vIDA

libre et MDA liée" dans les milieux complexes. Enfin, le MDA libre n'est

présent qu'à l'état de trace (de l'ordre du nanogramme par millilitre).

Dans ce travail, nous nous proposons de discuter le bien fondé du

dosage du MDA libre dans les conditions douces de température et de pH et

séparation par CLHP et détection fluorimétrique. Une bonne linéarité a été

obtenue entre 7,2 et 90 ng/ml (r = 0,999) avec une précision de Il% à 7,2

ng/ml et 2% à 90 ng/ml.
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ABSTRAcr

A high-perfonnance Iiquid chromatographie method with fluorescence detection is described for the specifie determiDation of
free malonaldebyde (MDA). Malonaldehyde was labelled with lumiDarin 3 in acetate buffer (pH ~.O) at room temperature in the
dark. An aliquot of the reaction mixture was injected on to an octadecyl·bonded column using acetonitrile-imidazole buffer
(30:70, v/v) as the mobile phase. The duate was monitored with a fluorescence detector at 395 Dm (excitation) and SOO Dm

(emission). A \inear calibration graph was established betwccn 7.2 and 90 ng/ml of MDA and the limit of quantification (LOQ)
was lower than 7 ng/ml of MOA. The precision was charaeterized by R.S.D.s of 11% at 7.2 Dg/ml and 2% at 90 ng/ml. The
structure of the derivative was confirmed as the 5-bydroxy-2-pyrazoline fonn. UV absorbance and correeted fluorescence spec:traJ
data and quantum yields of the luminarin 3 derivative of malonaldebyde ale presented.

INTRODUcnON

Several methods have been developed to de­
termine the amount of malonaldehyde (MDA)
formed by lipid peroxidation either in vivo or in
vitro. The most common method MDA is based
on speetrophotometric or speetrofluorimetric
measurement of the condensation product
formed from MDA and 2-thiobarbituric acid
(4,6-dihydroxy-2-thiopyrimidine) (TBA) [1,2].
This method is not specific for MDA and often
overestimates MDA levels [2-10]. Sorne workers
have proposed more selective rnethods based on
the chromatographie separation of MDA: in its
free form [3,4]; derivatized with TBA [5,11,12]
or its derivatives such as 1,3-diethyl- [6,7] or
l,3-dimethyl-, 1-methyl-, l,3-diphenyl- and 1-

• Corresponding author.

phenyl-TBA [6]; derivatized with dansylhydra­
zine (DNSH) [8], 2-hydrazinobenzothiazole
(HBT) [9], 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)
[13-15], pentafluorophenylhydrazine (PFPH)
[16], p-nitrophenylhydrazine (NPH) [17] or N­
methylhydrazine (NMH) [18]; and based on the
formation of a fluorescent compound derived
from l,4-dihydropyridine 3,5-dicarbaldehydes,
produced by a condensation reaetion of malon~

aldehyde, aliphatic amines and aliphatic alde·
hydes in neutral medium (HantzSch reaction)
[10].

Reactions of MDA \\;th TBA, DNSH, HBT
or DNPH require hot and or acidic conditions. A
major drawback of these methods from a bio­
chemical point of view is the artifactual genera­
tion of MDA from the biological materials that
can be induced under the strongly acidie condi­
tions and elevated temperatures required for the
formation of the derivatives. It is therefore

0021-9673/93/S06.00 © 1993 Elsevier Science Publishers B.Y. Ali rights reserved
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EXPERIMENTAL

Luminarin 3 • melhylmaJonaJdehyde elerivalive: R =

Aldrich-Chemie (Steinheim, Germany). Quinine
&ûlohate and silica gel (0.04-0063 [Hm) were
PUt\,;Ui:1SCÙ ÙOiU 1,,!erCl\. ~Ui:1IU1Sladt, uerrnanyJ.

Standard luminarin 3 solution
A 10 mM solution of luminarin 3 in dimethyl

sulphoxide (DMSO) was prepared. This solution
cao be stored for several months at -200C.

Standard malonaldehyde solution
A stock standard solution of MDA was pre­

pared by acidic hydrolysis of TEP, assuming
100% conversion of TEP into MDA [15]. A
0.245-ml volume of TEP was placed into a brown
100-ml graduated flask, diluted to volume with
1% (w/v) sulphuric acid, mixed thoroughly and
kept in the dark at room temperature for 2 h.
This solution contains 10 mM MDA and cao be
stored at - 200C for several months. It was used
to prepare a calibration graph in the range 7.2­
90 ng/ml after dilution with 100 mM acetate
buffer (pH 4.0). The calibration graph was
constructed by plotting the peak-height ratio of
the luminarin 3 derivative of MDA to standard
luminarin 3-methylmalonaldehyde against MDA
concentration.

The absorbance of 100 p.M MDA solution in
1% sulphuric acid at ÀIDa>: (245 nm) was mea­
sured to verity the molar absorption coefficient
and hence the purity of the solution.

Standard luminarin 3-malonaldehyde solution
A standard solution of luminarin 3-malon­

aldehyde (L3-MDA) was obtained from the
reaction of MDA and luminarin 3. When incu­
bated at room temperature and stirred for 30
min, the reaction mixture was composed of 100
ml of a standard solution of MDA (72 mg, 1
mmol) and 10 ml of 100 mM luminarin 3 solution
in DMSO (313 mg, 1 mmol). Sodium hydro­
gencarbonate (2.5 g) was added and the mixture
was stirred gently until the acid had been neu­
tralized (pH 7.0). The mixture was then ex­
tracted with 200 ml of dichloromethane. The
extract was dried with anhydrous magnesium
sulphate, filtered and evaporated to dryness
under vacuum.

The residue was dissolved in 5 ml of dichloro-

.~Ç(a:,---
N H

Fig. 1. Structures of luminarin 3 and its derivatives.

uncertain what proportion of the detennined
MDA was originally present in the sample in the
free state and what proportion might have been
bound or generated from precursors. Therefore,
mild derivatization conditions are required for
the reliable detennination of free MDA.

We used the derivatizing agent luminarin 3
(Fig. 1) for the determination of low concen­
trations of MDA under mild conditions. Owing
te' its quinolÎ7.Ïnoco~'marin nucleus, hminarin 3 is
a useful fluorescent and chemiluminescent label
[19-21], and its hydrazine group reacts easily
with carbonyl compounds, pennitting the de­
rivatization of MDA at room temperature in
acetate buffer (pH 4.0). .

As chemiluminescence detection requires a
postcolumn reaction system with one or two
additional pumps, fluorescence deteetion was
preferred. This method is sensitive and specifie
for the determination of free MDA.

L.uminarin 3 : R = - NHNt1,

Luminarin 3· maJonaJdehyde derivaIive: R =

Reagents
Ali reagents and solvents were of analytical­

reagent grade. Luminarin 3 and 2-methyl­
1,1,3,3-tetraethoxypropane (MeTEP) were ob­
tained from Eurobio-Seratec (Les Ulis, France)
and 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP), imida­
zole and 2,4-pentanedione (acetylacetone) from
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Methane and purified chromatographically on
silica gel 60 (0.04-0.063 mm) using an elution
gradient of 0 to 40% tetrahydrofuran in dichloro­
Methane. The eluate was evaporated under vac­
uum and the residue was dried in a desiccator to
give a yellow powder, yield 72.3%. Elemental
analysis: calculated for CZOHZIN304' C 65.40, H
5.72, N 11.44; found, C 65.41, H 5.81, N
11.40%.

The structure of L3-MDA was also confinned
by tH and l3C NMR spectroscopy (data not
shown). The electron impact mass spectrum was
characterized by ions at mlz (relative abun­
dance, %) 367 (19.09), 349 (5.54), 282 (8.n),
281 (8.72),256 (9.02), 255 (48.96), 254 (20.53),
127 (10.87),126 (17.13), 68 (100.00), 67 (13.05)
and 44 (34.98).

L3-MDA was prepared as a 10 mM solution
in DMSO. This solution cao be stored for several
months at -200C.

Standard sd/utïon of /uminarin 3-methy/ma/on­
a/dehyde (interna/ standard)

Luminarin 3-methylmalonaldehyde (13­
MeMDA) was synthesized as described above
from MeMDA prepared by hydrolysis of 2­
methyl-l,1,3,3-tetraethoxypropane in 1% sul­
phuric acid for 2 h at room temperature.

13-MeMDA was obtained in the form of
yellowish brown needles, yield 53%. Elemental
analysis: calculated for C21Hn N30 4, C 66.14, H
6.04, N 11.02; found, C 66.06, H 6.18, N
10.97%.

The structure of this compound was confinned
by tH and 13C NMR speetroscopy (data not
shown) and its electron impact mass spectrum
was characterized by ions at mlz (relative abun­
dance, %) 381 (29.74),363 (11.42), 282 (17.49),
281 (20.52), 256 (11.75), 255 (65.34), 254
(28.84), 127 (14.42), 126 (23.09), 82 (85.99), 81
(100.00), 57 (26.76), 56 (5.99), 55 (17.25), 54
(36.92), 44 (30.62) and 43 (12.02).

A 17 J.LM solution of L3-MeMDA was pre­
pared: 38.1 mg of L3-MeMDA were placed in a
test-tube and 4 ml of DMSO were added to
obtain a 25 mM stock solution. This solution was
diluted with the same solvent to obtain the
desired concentration.

113

10 mM imidazo/e butter solution (pH 7.0)
The pH of the solution was adjusted with

concentrated nitric acid.

Acidified acery/acetone solution
A 1 M solution of acetylacetone in 1% sul­

phuric acid was prepared extemporaneously.

Appararus
High-performance liquid chromatographie

(HPLC) analysis was perfonned with a
Chromatem 380 pump (Touzart-Matignon, Vitry
sur Seine, France), equipped with a Rheodyne
(Cotati, CA, USA) Model 7125 injector with a
20-J.Ll sample loop and a Waters (Milford, MA,
USA) Model 420-C fluorescence HPLC monitor.
The data were processed in a Shimadzu C-RSA
integrator (Touzan et Matignon). For the verifi­
cation of the purity of L3-MDA and 13­
MeMDA standards, a Shimadzu SPD-6A UV
detector was connected to the oudet of fluores­
cence detector. The signal from each detector
was recorded on a double-trace integrator. Cor­
rected fluorescence and absorbance spectra were
measured with a Perkin-Elmer (St. Quentin en
Yvelines, France) Model LS 50 luminescence
spectrometer and a Shimadzu Model UV-21OO
UV-Vis recording spectrophotometer (Touzan
et Matignon), respectively, in 1-cm quartz cells.
Spectral band widths of 5 and 10 nm were used
for the excitation and emission monochromators,
respectively. Electron impact and chemical ioni­
zation mass spectra were measured on a Nennag
R-101O-C mass speetrometer (Delsi-Nermag,
Argenteuil, France). IH and BC NMR spectra
were recorded on a Bruker (Bruker, Wissous,
France) AC 200-MHz NMR spectrometer using
[zH6 ]dimethyl sulphoxide as solvent and tetra­
methylsilane (TMS) as reference.

Chromatographie conditions
Chromatographie separation was perfonned

using a 5-J.Lm Nucleosil C I8 column (150 x 4.6
mm LD.) (Beckman, Les Ulis, France). The
mobile phase was an isocratic mixture of acetoni­
trile and 10 mM imidazole buffer (pH 7.0)
(30:70, v/v) at a flow-rate of 1.5 mil min at room
temperature. Filters of 395 and 500 nm were
used for excitation and emission, respectively.
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l he absence of coumarinic contaminants in L3­
MDA and L3-MeMDA standards was checked
by means of liquid chromatography with fluores­
cence and UV detection on a 5-#Lm Nucleosil
silica column (250 x 4.6 mm 1.0.) (Interchim,
Montluçon, France) using ethyl acetate-düso­
propyl ether (90:10, v/v) as the mobile phase at
a flow-rate of 1.5 ml/min. The UV detector
wavelength was set at 360 nm; 360- and 44O-nm
filterswere used for excitation and emission,
respectively, in fluorimetric detection.

Fluorescence and absorbance measurements
Auorescence quantum yields were detennined

with reference to quinine hydrogen sulphate in
0.05 M sulphuric acid, according to Parker and
Rees [22]. Quantum yields were measured at
room temperature without deoxygenation. The
intrinsic fluorescence sensitivity was expressed by
the equation IFS = tPE/H, where tP is the quan­
tum yield, H is the half band width (cm -1) and E

is the molar a~sorptivity (1 mol- I cm- 1
) [23].

Derivarization procedure
A 200-#LI volume of 100 mM acetate buffer

solution (pH 4.0) containîng malonaldehyde was
mixed with 10 #LI of 10 mM luminarin 3 solution
and 10 #LI of 17 JoLM L3-MeMDA (internai
standard) in a glass test-tube. The mixture was
proteeted from light and kept at room tempera­
ture for 30 min for the optimum formation of the
luminarin 3-MOA derivative. Then 10 #LI of
acidified 1 M acetylacetone solution were added
to the mixture to react with excess reagent. After
5 min, an aliquot of the reaction mixture was
injected on to the HPLC column.

RESULYS AND DISCUSSION

Condensation of luminarin 3 with
malonaldehyde and methylmalonaldehyde.
Characrerizarion of the derivatives

The condensation reaction of luminarin 3 with
dicarbonyl compounds May involve one or two
luminarin 3 molecules. When one molecule is
involved, a ring formation reaction May take
place, producing a pyrazole or 5-hydroxy-2­
pyrazoline derivative.

MDA and MeMDA react with luminarin 3, a

F. Traoré el al. 1 J. Chronuuogr. 648 (1993) 111-118

nucleophilic reagent, in acidic medium to form
the derivatives shown in Fig. 1. The identity and
purity of the luminarin 3 derivatives of malon­
aldehyde and methylmalonaldehyde were con­
firmed by elemental analysis, mass speetrometry
(MS), lH and 13C NMR speetroscopy and HPLC
analysis. The results demonstrated that the con­
densation reaction between luminarin 3, MDA
and MeMDA is equimolar and that 5-hydroxy-2­
pyrazoline derivatives are formed.

The purity of the L3-MDA and L3-MeMOA
standards was determined to be >99% by HPLC
on Nucleosil silica (normal-phase) and Nucleosil
OOS (reversed-phase) columns with bath UV
and fluorescence detection. The luminarin 3
derivative of MOA showed a single peak in bath
chromatographie systems. The luminarin 3 de­
rivative of MeMOA showed two peaks in nor­
mal-phase chromatography. However, when a
reversed-phase system with acetonitrile was
used, only a single peak was obtained. These two
peaks were confirmed to be the rhreo (70%) and
eryrhro (30%) isomers by NMR speetroseopy.

The electronic impact mass speetra of 1.3­
MDA and L3-MeMDA show fragmentation
patterns consistent with the proposed structures.
The evidence for the 5-hydroxy-2-pyrazoline
form was that L3-MDA and L3-MeMDA
showed a parent ion at m/z 367 and 381,
respeetively, with additional ions at m/z 349 and
363, respectively, corresponding to [M -18r".
These ions result from the loss of hydroxyl and
hydrogen from the 5- and 4-positions of the
pyrazoline ring, respectively. The most abundant
ions were at m/z 68 and 81, respectively. These
ions correspond to the loss of a pyrazole ring,
which appears, with the gain of a hydrogen atom
and itself, respectively, from ions at m/z [M­
18]+". The remainder of the molecule appears in
the form of carboxyl fragments (at m/z 282 or
281) which lose CO to give the fragment at m/z
255. This latter species fragments further, by the
ejection of CO from the lactone ring and a
hydrogen atom, to give the fragment at m/z 226.

Choice of optimum conditions for derivatization
The reaction of MDA (pK =4.46) with

luminarin 3 proceeded at room temperature
under weakly acidic conditions (pH 4.0). In
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order to confirm that the present procedure is
specifie for free MDA, 100 JLM of TEP, a
precursor of MDA, was treated at pH 1.0. 2.0,
3.0, 4.0, 5.0 and 6.0 and at temperatures of 25
and 500C. The amount of MDA formed was
determined from the absorbance at 245 nm. This
study showed (Fig. 2) that the best yields for
conversion of TEP to MDA were obtained by
incubation at 50°C. At pH 1.0, whatever the
temperature, we observed 100% transformation
of TEP into MDA. At pH 3.0, 60% of MDA was
formed at 50"C in 60 min, whereas at 2S°C and
pH 3.0 or 4.0 no MDA was formed after 120
min. This phenomenon has been observed previ­
ously by Kawai et ai. [17]. These results demon­
strate that the present procedure is specifie for
free (genuine) MDA.

The procedure reported in a previous paper
[19] required strongly acidic conditions (0.1 M
H 2S04 ) for the formation of luminarin 3 deriva­
tives. Under these conditions MDA precursors
are hydrolysed to give MDA. Accordingly, the
determination of free MDA and that generated
from its precursors could be obtained from the
difference between MDA levels prior to and
after acid hydrolysis.

Concerning the derivatization of MDA by
luminarin 3, the influence of the reaction time

120

- 80
~-"Cl
a; 60

>=
40

20

pH

Fig. 2. Effeet of pH on hydrolysis of TEP (0.1 JLmoI/ml).

(0) at 2S°C for 120 min and (.) at 500C for 60 min.
Fonnation of MDA was determined by UV speetro­
phOlometry at 245 nm.
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and luminarin 3 concentration on the peak­
height ratio of L3-MDA to L3-MeMDA was
also studied. The peak·height ratios were almost
constant after about 30 min and over the range
of luminarin 3 concentrations investigated (0.05­
0.5 ",mol). The other important factor for ana­
lytical application is the thermal stability of the
luminarin 3-MDA derivative. To prevent degra­
dation of the produet, the reaction temperature
should not exceed room temperature (2S0 C)
[19]. Under these conditions the luminarin 3­
MDA derivative was stable for at least 24 h.
These experiments indicated that the optimum
conditions were those used in the derivatization
procedure described above.

Liquid chromatography
The selected chromatographie conditions were

used to separate luminarin 3 from its derivatives
with MDA, MeMDA and acetylacetone. The
mobile phase eomponents, acetonitrile and im­
idazole buffer, were chosen for their ability to

•",..
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ID -li> -
~ .. ai... N
en '"e .,;
...
a
Ü
CD

ai
0

Fig. 3. Elution profile of a mixture of standard solutions of
luminarin 3 (al 5.6 min) and luminarin 3 derivatives of MDA
(at 12.7 min) and MeMDA (at 20.1 min) in reaction mixture
(8 mV full-seale). A 15-pmol amount of eaeh derivative was
injeeled on to the eolumn. For other delail•. see lext.
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promote peroxyoxalate chemiluminescence de­
tection as reported by Tod and co-workers
[20.21] for other luminarin derivatives. Fig. 3
shows typical chromatograms of a mixture of
standard solutions of luminarin 3, luminarin 3­
MDA and MeMDA derivatives. Their retention
times were 5.6. 12.5 and 20.1 min. respectively.
The luminarin 3-MDA derivative was weIl sepa­
rated from the reagent and internaI standard.
For this separation of pure standards, the limit of
detection was evaluated as the concentration that
gave a signal-to-noise ratio of 3. A limit of
detection of 0.45 ng/ml (0.125 pmol per injec­
tion) was found for L3-MOA, which is lower
than values given in the literature for other
HPLC methods [3-6,10,13,14]. It should he
noted that derivatization with DNSH [8] and
NMH [18] can give similar detection limits.

Beljean-Leymarie and Bruna [9] used a gas
chromatographie (GC) method after derivatiza­
tion of MDA with HBT and reported a detection
limit of 0.04 pmol per injection. Although the
method is highly sensitive for MDA, it requires
hot and acidic conditions for more efficient
formation of the derivative. To our knowledge,
oolY. the GC method developed by Tomita et al.
[16] gives a higher sensitivity than the present
method.

ln practice. when the derivatization was per­
formed on smaller amounts of MDA, the un­
reacted reagent seriously interfered with the
detection of the luminarin 3-MOA derivative.
To reduce this interference we added an excess
of acetylacetone which, under these conditions.
reacts with most of the excess of luminarin 3.
This reaction gives two (additional) products.
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Fig. 4. Separation of luminarin 3-MDA derivative with ftuorescence detection. (A) Blank: (B) chromatogram of the reaction
mixture when 36 nglml of MDA were derivatized (4 mV full-scale); (C) chromatogram of the reaetion mixture when 7.2 nglml of
MDA were derivatized (4 mV full-scale). Numbers on pealcs indicate retention times in minutes. For other details. see text.
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TABLE 1

UV ABSORPTION AND FLUORESCENCE DATA FOR LUMINARIN 3-MDA IN ACETONITRILE AND
ACETONITRILE-I0 mM IMIDAZOLE BUFFER (pH 7.0)

Acetonitrile Àu À•• E
. I/Jb IFS'

concentration (%) (nm) (nm) (1 mol-' cm-I)

0 401 502 22952 0.39 3.85
30 402 495 28072 0.39 4.34
50 399 491 28682 0.51 5.63
70 399 485 28976 0.51 5.60

100 394 464 32139 0.71 8.55

• Molar absorptivilY.
b Quantum yield.
, Intrinsic fluorescence sensitivity.

with peaks at 28.4 and 40.7 min, which were
proved to be the pyrazole and monohydrazone
fonns of the luminarin 3-acetylacetone deriva­
tive, respectively (by liquid chromatography­
mass spectrometry; data not shown). Fig. 4
shows the chromatograms of the reaction mix­
ture obtained with (A) a blank acetate buffer
solution and (B and C) standard solutions of
MDA [(B) 36 and (C) 7.2 ng/ml]. Although
these chromatograms are complex, experiments
with spiked plasma samples displayed no addi­
tional peaks (different reaetion conditions; data
not shown). Therefore, owing to the good selec­
tivity of the reagent, further inferences are not
be expeeted.

Calibration graphs constructed for MDA with
L3-MeMDA as internai standard (n = 6) were
linear in the range 7.2-90 ng/ml, corresponding
to 1.74-21.74 pmol of injeeted MDA derivative.
The regression [ine was described by the follow­
ing equation:

ratio of peak heights = 0.0129 . concentration
(ng/ml) + 0.0270 (r 2 = 0.999)

The intra-run relative standard deviations were
10.6% for 7.2 ng/mi. 7.3% for 18 ng/ml, 5.6%
for 36 ng/mi. 2.4% for 72 ng/ml and 1.8% for 90
ng/ml of MDA (n = 6). Hence the limit of
quantification. i.e., the lowest concentration that
can be determined with an R.S.D. of \ess than
15%. was lower than 7 ng/ml (Fig. 4C).

Spectral properties
The influence of mobile phase composition on

the absorbance and fluorescence properties of
the luminarin 3-MDA derivative was studied.

As shown in Table 1, whereas the position of
the excitation maxima varied little with the
composition of the solvent, the emission maxima
showed a marked bathochromic effeet with in­
creased polarity of the acetonitrile-îmidazole
buffer mixture. This is due to the effeet of the
increased dipole-dipole interaction between the
slightly polarized state of the molecule and the
solvent characteristic of a 77'- 7r* fluorescence
emission.

Variations in the intensity of fluorescence of
the luminarin 3-MDA derivative with the ace­
tonitrile content of the mobile phase were
studied by determining the relative quantum
yields and intrinsic fluorescence sensitivity.
These parameters doubled when the acetonitrile
content in the mobile phase increased from () to
100%. Hence the whole composition range of
mobile phases is compatible with highly sensitive
detection.

CONCLUSIONS

Owing to its nucleophilic and fluorescence
properties and the stability of its derivatives,
luminarin 3 is a suitable derivatization reagent
for the sensitive and selective HPLC with fluo­
rescence detection of MDA. The method allows
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the determination of small amounts of MDA
with mild conditions of derivatization, without
the fonnation of interfering by-products. In
addition, the derivatization reagent and chro­
matographie conditions permit ehemilumines­
cence detection.

The limiting factor with respect to the sen­
sitivity of the present method was not detection
but derivatization. In future work, acetylacetone
could be replaced with a more efficient scavenger
to remove all remaining luminarin 3. Even so,
the limit of detection was weIl below that of
other HPLC methods and its limit of quantifica­
tion should allow the precise detennination of
free MDA in biologicaI ftuids. One exarnple
given in the literature is the concentration of
MDA in nonnal human urine, which is in the
range 10-60 ng/ml. [16]. In severa! instances, the
MDA concentration in urine has been shown to
be correlated with lipid peroxidation processes
following exp'osure to certain xenobiotics [14,15].
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m-' CONDENSATION, DES BASES PYRIMIDINIQUES DES ACIDES

NUCLEIQUES AVEC LA LUMINARINE 3, PAR TRANSAMINATION

Ill-'-1 Introduction

La réaction de transamination de la cytidine ou de la cytosine, par les

réactüs à fonction amine primaire, hydrazine ou analogues (hydrazides et

semicarbazides) est très abondamment reportée dans la littérature; citons

entre autre :

- la réaction de la cytidine avec le semicarbazide [HAYATSU (1976)]

- la réaction des hydrazides avec la cytidine et la cytosine [GAL-OR et coll.,

(1967); SCHULMAN et coll., (1981); REISFELD et coll., (1987)]

- la réaction de la cytidine avec les amines [SCHULMAN (1981); DRAPER

(1984); AVIGNOLO et coll., (1991)]

- la réaction de la cytidine avec l'hydrazine [GAL-OR (1967); NEGISHI et coll.,

(1983)].

Cette réaction a été longtemps utilisée pour localiser les résidus de

cytidine dans les chaînes d'acides nucléiques.

Le but de ce travail a été d'utiliser la réaction de transamination,

d'une part pour doser la cytidine ou molécules dérivées ayant une fonction

amine primaire en position 4 du noyau pyrimidine par chromatographie

liquide; d'autre part pour marquer les acides nucléiques à l'aide de la

luminarine 3, afin d'obtenir des produits d'hybridation (sondes froides)

permettant de détecter l'acide nucléique cible.

En effet, l'hybridation moléculaire entre acides nucléiques, est une

technique de plus en plus pratiquée en biologie moléculaire.

Les microorganismes responsables de certaines maladies

infectieuses, certaines anomalies génétiques responsables de maladies

héréditaires, des anomalies somatiques pouvant être mises en cause dans
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l'expression de certains cancers ou encore les agents responsables d'une

prédisposition à l'expression de maladies, les cultures cellulaires (à des fins

de typage) sont les principaux champs d'application de ces techniques.

La complémentarité avec les tests immunologiques et les meilleures

performances comparées (sensibilité, spécificité) de l'hybridation entre

acides nucléïques, en font certainement une des voies technologiques de

diagnostic du futur.

La méthode usuelle, pour localiser les résidus de cytidine ou cytosine

libres dans les acides nucléiques, a toujours été le marquage par les

radioisotopes. L'utilisation des marqueurs non radioactifs étant d'un

développement récent; les plus actifs de ces derniers sont des réactifs à

base de biotine, dont plusieurs existent déjà dans le commerce. Le

processus d'hybridation peut être schématisé comme décrit par

TRAINCARD (1988) : voir page suivante
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Plusieurs études ont démontré que le marquage par les dérivés de la

biotine ou d'autres marqueurs non radioactifs, reste encore moins sensible

que la méthode radioactive, mais est beaucoup plus rapide. Il a surtout

l'avantage de diminuer les risques inhérents au marquage radioactif.
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ITI-7-2 Réaction de transarnination

D'une manière générale, elle est catalysée par l'hydrogénosulfite de

sodium. L'addition de ce sel modifie la structure chimique de la cytidine,

en donnant le dérivé 5,6-dihydro-6-sulfonate. Alternativement, la

désamination de la cytidine en uridine peut être catalysée par

l'hydrogénosulfite de sodium en milieu aqueux (Figure 22).

Le 5,6-dihydrocytidine-6-sulfonate peut subir également une

transfonnation quantitative en dérivé N-4 substitué par transamination avec

une molécule à fonction amine appropriée (Figure 23). C'est une réaction

de type SN (attaque initiale par une particule nucléophile) et d'ordre 2. Elle

est toutefois facilitée par la présence de groupements attracteurs (HS03-)

qui, convenablement placés, diminuent la densité électronique du carbone

porteur du groupement -NH2 de la base pyrimidinique.
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Figure 22 : Réaction d'addition de l'hydrogénosulfite sur la

double liaison 5,6 des bases pyrimidiniques et

désamination de la cytidine en uridine
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S,6-Dihydrocytidine 6-sulfonate
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.....----
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OH OH

Cytidine N-4 substitué

Figure 23 : Formation du dérivé N-4 substitué

L'addition nucléophile semble être rapidement suivie de la formation

d'un intermédiaire peu stable qui a perdu le caractère aromatique.

L'élimination du groupement -NH2 rétablit, de nouveau, ce caractère

aromatique.
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L'addition de l'hydrogénosulfite au niveau de la double liaison 5,6 de

la cytidine prédispose donc ce dernier à une attaque nucléophile de l'amine

en position 4. L'équilibre de formation du produit d'addition, est vite

atteint; mais il est fortement influencé par le pH du milieu déterminé par le

couple HS03- /S032- (pKa = 6,2).

Les pH élévés favorisent la désamination (Figure 22), qui en effet est

catalysée en grande partie par les ions sulfites. Il semble bien que cette

désamination, bien que difficile à éviter, soit faible aux pH :s; 5. L'élévation

du pH entrainerait également une augmentation du pouvoir du réactif

nucléophile (R-NH2) et par conséquent favoriserait la transamination.

La réaction de transamination dépend donc également du pKa du

nucléophile puisque c'est ce dernier qui détem1Ïne la concentration de la

forme réactive. Il existe donc un pH optimum pour lequel l'équilibre serait

fortement déplacé en faveur de la transamination.

La spécificité de cette réaction réside dans le fait que ni l'adénosine,

ni la guanosine (Figure 24) ne donnent des dérivés de transamination; ces

produits restent inchangés, alors que la thymidine et l'uridine donnent

respectivement le 5,6-dihydrothymidine 6-sulfonate et le 5,6­

dihydrouridine 6-sulfonate (produits d'addition avec l'hydrogénosulfite).

Pour éliminer l'hydrogénosulfite du produit de transamination, on

préconise soit l'élévation du pH de 7 à 9 [HAYATSU (1976); SCHULMAN et

coll., (1981)]; soit l'incubation du mélange réactionnel (après transamination)

à 37°C pendant 2 heures dans du tampon phosphate 1 M, pH 7; soit enfin

l'addition de l'éthanol [NEGISHI et coll., (1983)] au mélange réactionnel. La

vitesse de cette réaction, en présence du tampon phosphate, augmente

proportionnellement à la concentration du phosphate. Une complète

élimination est obtenue par traitement avec du phosphate de sodium 1 M;
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reste encore mal connu.

0 0
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N N AN
1 1 o 1

R R R
Adénosine Guanosine

Uridine

o

~CH3

HN,..JAN
o 1

R

Thymidine Cytidine

Figure 24 : Structure des cinq principaux nucléosides

La mise en évidence des dérivés de transamination s'effectue par

différentes méthodes :

- chromatographie liquide sur couche mince [GAL-OR et coll., (1967);

HAYATSU (1976); SCHULMAN et coll., (1981); DRAPER (1984)] pour les

4-semicarbazido 2-cétopyrimidine ribofuranoside et N-4-carbohydrazido

2-cétopyrimidine, après hydrolyse des différentes fractions d'acides

désoxyribonucléiques (ADN) et ribonucléiques (A RN) par l'acide

perchlorique.
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- absorptiométrie [HAYATSU (1976); NEGISHI et coll., (1983); DRAPER (1984)];

le produit de transamination donne une forte absorbance en milieu

alcalin (NaOH 0,1-0,2 N) à 310 nm (acides ribonucléiques et

désoxyribonucléiques), 275 nm (cytidine), 265 nm (cytosine) avec un

coefficient d'absorption molaire sensiblement égal à 23000 litre mole-1

cm-1. Pour déterminer les quantités de bases pyrimidiniques dans les acides

nucléïques par cette méthode, on suggère l'utilisation d'une ribonucléase

pancréatique et d'une phosphodiestérase des venins de serpent qui

provoquent le clivage des liaisons phosphodiesters des résidus de dérivés

transaminés dans les acides ribonucléiques [HAYATSU (1976)]. Certains

auteurs préconisent une digestion des nucléotides par la phosphatase

alcaline bactérienne [DRAPER (1984)].

- colorimétrie en présence d'une enzyme (streptavidine conjuguée avec la

phosphatase alcaline) qui sert de médiateur [REISFELD et coll., (1987);

AVIGNOLO et coll., (1991)]. Le substrat utilisé est le 5-bromo 4-chloro 3­

indolyl phosphate avec le bleu de tétrazolium nitré pour augmenter le

signal de détection.

- fluorimétrie [SCHULMAN et coll., (1981); DRAPER (1984), HAUGLAND

(1992)] pour les produits de transamination ayant une fonction amine

terminale susceptible de réagir avec un marqueur fluorescent

(isothiocyanate de fluoresceïne, dérivé N-hydroxysuccimide de

nitrobenzofurazane (NBF».

- chromatographie liquide [SCHULMAN et coll., (1981); NEGISHI et coll.,

(1983); DRAPER (1984)] avec détection uv du dérivé N-4-carbohydrazido­

cytidine sur colonne dihydroxyboryl cellulose équilibrée avec de

l'hydrogénocarbonate de sodium pH 8,5. L'élution est faite par le même

tampon avec un débit de 0,1 ml/min. Les dérivés N-4-alkylaminés de la

cytidine sont mis en évidence et isolés par la même méthode (CLHP) en
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utilisant une colonne Dowex 50 équilibrée avec de l'acétate d'ammonium

10 mM, pH 5. La phase mobile utilisée est une solution d'acétate

d'ammonium 1 M, pH 5. L'adénosine est choisie, dans tous les cas, comme

étalon interne.

Une autre possibilité, pour analyser les échantillons contenant les

dérivés N-4-carbohydrazido ét N-4-alkylaminés des bases pyrimidiniques,

consiste à utiliser la technique par chromatographie d'échanges d'ions sur

colonne Aminex A-25 portée à 50°C. Dans ce cas, on utilise comme phase

mobile une solution de formiate d'ammonium 10 mM, pH 4,65 à un débit

de 0,6 ml/min. La détection des produits élués est réalisée à 254 om. Par la

même technique, on peut également séparer les produits d'addition, en

utilisant une colonne Aminex A-6 à 50°C et comme phase mobile du

fonniate d'ammonium 0,4 M, pH 4,7. La N-4-aminocytidine, reconnu pour

ses propriétés mutagéniques sur Salmonella thyphimurium , Escherichia

coli, Bacillus subtilis et certains microphages, est par contre purifié par

CLHP (détection UV 254 nm) en utilisant une colonne lichrosorb® RP-18

(Merck). L'éluant utilisé est une solution d'acétate d'ammonium 0,05 M,

pH 4,1 avec un débit de 1 ml/min.

- électrophorèse [GAL-OR et coll., (1967)] pour les produits de

transamination avec les acylhydrazides (malonyl hydrazide ou acétyl

hydrazide), sur papier Whatman® en utilisant soit du tampon phosphate

0,02 M, pH 6,8 ou soit un tampon acétate à pH 3,5.

Le procédé que nous décrivons ci-dessous permet la dérivation de la

cytidine par la 1uminarine 3.
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m·7·3 Matériel et méthodes

• Réaction chimique

Elle met en jeu: la luminarine 3 (EUROB1O-SERATEC), la cytidine

(ALDRICH) et le bisulfite de sodium ou hydrogénosulfite de sodium

(JANSEN).

• Procédure de dérivation

Introduire, dans un tube à réaction (Reactivial®) de 2 ml, un

millilitre de solution de cytidine dans de l'hydrogénosulfite de sodium

0,1 M, pH 4,8. Ajouter 20 ,...1 de solution de luminarine 3 (0,05 M) dans le

DMSO. Mélanger par agitation douce et incuber au bain-marie à 70°C et à

l'abri de la lumière pendant 24 heures. Diluer dans l'acétonitrile et injecter

une quantité de dérivé correspondant à 20 pmoles de luminarine 3.

• Conditions opératoires

La phase mobile est un mélange tétrahydrofurane-tampon imidazole

nitrate 0,01 M, pH 7,5 (25n5, v/v), et le débit est de 1 ml/min.

La colonne est une nucléosil C-18 (250 x 4,6 mm), 5J1m de la société

française de chromatographie sur colonne (SFCC).

Le système chromatographique utilisé est un modèle de CLHP équipé

d'une pompe chromatem 380 (TOUZART-MATIGNON), un injecteur

rhéodyne 7125 avec une boucle de 20 J11, un détecteur de fluorescence

(KRATOS FS9?O) équipé d'un filtre passe-haut 470 nm à l'émission et réglé à

370 nm à l'excitation, un enregistreur type BD40 04/06 (TOUZART­

MATIGNON).
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111·7·4 Résultats et discussion

• Dérivation

Molarité des réactifs

La luminarine 3 est une molécule relativement peu soluble ou très

peu soluble dans la plupart des solvants utilisés. C'est pourquoi nous avons

préféré le diméthylsulfoxyde (DMSO) en raison de son pouvoir solvant très

étendu; d'ailleurs, c'est le seul solvant qui nous a pennis de dissoudre des

concentrations très élevées de luminarine 3 (0,1 M).

Il faut souligner cependant que compte tenu de la basicité du DMSO

(base de Lewis), ce dernier aurait tendance à réagir de façon instantanée

avec l'hydrogénosulfite de sodium avec dégagement d'un gaz que nous

n'avons pas pu identifier. La luminarine 3 (3,13 mg) serait soluble dans 1

ml de mélange hydrogénosulfite de sodium 0,1 M-diméthylsulfoxyde (3/7,

v/v). Toutefois, cette condition n'a pas été choisie pour la dérivation, pour

les mêmes raisons que celles évoquées ci-dessus; ce qui par conséquent

limitait la dérivation.

Aux concentrations de l'hydrogénosulfite de sodium (0,5 M,lM et

2 M), la luminarine 3 est quantitativement transformée en un produit très

polaire correspondant au premier pic du chromatogramme. Ce phénomène

pourrait s'expliquer probablement par une réaction de Michaël [MIOCQUE

et coll., (1982)]. En effet, l'hydrogénosulfite de sodium peut réagir avec les

esters a,~ éthyléniques par addition 1,2 ou 3,4. La luminarine 3, comme

toutes les autres luminarines, est une lactone a,~ éthylénique qui peut donc

réagir avec l'hydrogénosulfite de sodium (Figure 25).
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CH 2-CO-NH- NH2

503"

H
H
H

CH 2-CO-NH-NH2

Luminarine 3 Luminarine 3 sulfonate

Figure 25 : Mécanisme probable de la réaction d'addition de

l'hydrogénosulfite sur la luminarine 3

Cette réaction est d'autant plus importante que la concentration de

l'hydrogénosulfite de sodium est élevée, et la quantité de cytidine à dériver

est faible.

Les conditions optimales de dérivation consistent à faire réagir 1

~mole de luminarine 3 avec 100 ~moles de cytidine. La limite de

dérivation est de 5 ~moles de cytidine. Toutefois, pour dériver des

quantités plus faibles de cytidine, il faudrait augmenter la concentration de

luminarine 3, mais cela n'a pas été possible en raison de la solubilité très

faible de ce produit dans le milieu réactionnel.

pH de la réaction de dérivation et concentration de l'hydrogénosulfite

La dérivation a été testée à différents pH en présence d'une

concentration fixe de l'hydrogénosulfite de sodium (0,1 M). Les pH des

solutions ont été ajustés, soit à l'aide d'acide chlorhydrique concentré, soit

d'hydroxyde de sodium.
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La réaction de dérivation n'ayant pas un meilleur rendement à

pH > 5, le pH optimum a été fixé à 4,8. En effet, si la réaction dépend du

pH, elle est surtout influencée par la concentration de l'hydrogénosulfite.

Le tableau III montre les résultats obtenus à partir d'une solution de

cytidine 0,1 M. On constate que la vitesse de fonnation du dérivé est

diminuée lorsque le pH augmente de 5 à 6.

Tableau III : Influence du pH et de la concentration de

l'hydrogénosulfite de sodium sur le rendement de la

dérivation

Concentration de HS03­

(M)

0,05
0,1
0,2
0,1
0,1
0,1

*ND = non détectable

pH

4,40
4,80
4,86
5,00
6,00
7,00

Hauteur de pic du dérivé
(mm)

82
184
172
70,5
ND*
ND*

Cinétique de la réaction de dérivation

La réaction de dérivation de la cytidine par la luminarine 3 est une

réaction lente, mais fortement influencée par la température du milieu

réactionnel et par d'autres facteurs évoqués ci-dessus.

Plusieurs cinétiques ont été réalisées dans le but de déterminer les

conditions expérimentales optimales. En présence de 1 ~mole de
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luminarine 3 et de concentration stoechiométrique de l'hydrogénosulfite de

sodium et de cytidine, nous avons réalisé la réaction à différentes

températures dont la température du laboratoire, 37°C, 70°C et 80°C.

Ces essais montrent que les meilleurs rendements de dérivation sont

obtenus entre 65-70°C. A la température du laboratoire et à 37°C, pendant

72 heures, aucune réaction de dérivation n'a été observée. Le temps de

réaction optimal pour la dérivation est de 24 heures (Figure 26). Les temps

plus courts (1, 3, 6 et 12 heures) et plus longs (30 et 38 heures) ont été

essayés dans l'espoir de déterminer le temps où la réaction se déroule

complètement. En fait, allonger le temps de réaction ou augmenter la

température ne permet pas d'obtenir un signal plus important pour une

même concentration de cytidine, mais plutôt une réduction de la hauteur

des pics avec en plus des pics parasites qui témoignent de la dégradation

des produits en solution dans le milieu réactionnel.
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Figure 26 : Cinétique de la réaction de dérivation

Rétention chromatographique

Dans les conditions décrites ci-dessus, la luminarine 3 est éluée avec

un temps de rétention de 7,4 min. Le dérivé N-4 substitué de la luminarine

3 avec la cytidine a un temps de rétention de 5,8 min. Quant au premier pic

majoritaire, il est détecté à 2,2 min.

Limite de détection en fluorimétrie

Par dilution successive du mélange réactionnel dans de l'acétonitrile,

la limite de détection du dérivé luminarine 3 - cytidine a été de 100 pmoles

soit 24,3 ng de cytidine.
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- Conclusion

Le couplage de la luminarine 3 avec la cytidine, par transamination"

est une réaction qui semble être envisageable, bien que la structure

chimique du dérivé formé n'ait pas encore pu être vérifiée.

L'utilisation de la luminarine 3 comme réactif de dérivation de la

cytidine ou des molécules dérivées avec une fonction amine primaire en

position 4 du noyau pyrimidine, par cette méthode, en vue d'un dosage par

chromatographie liquide, n'a pas été possible à cause de la faible solubilité

de la luminarine 3 dans le milieu réactionnel ainsi que la possibilité d'une

réaction prédominante avec l'hydrogénosulfite de sodium. Ces raisons ne

nous ont pas permis d'améliorer la limite de dérivation. Il semble

néanmoins que les propriétés d'absorbance et probablement de

luminescence permettraient d'atteindre des limites de détection assez

faibles.

C'est pourquoi, il nous semble que la réaction de transamination avec

la luminarine 3 ne pourrait être une voie intéressante qu'à condition d'être

utilisée dans le cadre du marquage des acides nucléiques (préparation des

sondes froides), mais ceci restant encore à vérifier.



207

m-8 ARTICLE 5

"Luminarin 3 as a derivatization reagent for the liquid

chromatographie determination of cytidine, adenosine and

related nucleotides with t1uorimetric detection"

Anal.ChimActa, sous presse , (RéfAT93192)

Une des caractéristiques communes aux sucres, polysaccharides,

glycoprotéines et l'acide ribonucléique est de comporter le groupement

glycol vicinal, qui est oxydé par le periodate à pH légèrement acide ou

neutre pour donner des aldéhydes, cétones ou un mélange des deux.

Le periodate peut aussi oxyder certaines molécules dérivés du

~-aminoéthanol comme la méthionine et certains thiols. Ces dernières

réactions se déroulent beaucoup plus lentement que l'oxydation des glycols

vicinaux.

Après destruction de l'excès de periodate, le composé carbonylé

formé peut être dosé, par fixation de groupements fluorophores tels que la

luminarine 3.

Une autre méthode plus spécifique de formation de groupements

carbonyle dans les molécules biologiques consiste à utiliser une enzyme

qui oxyde spécifiquement un sucre donné.

Dans cette partie, nous présentons la dérivation, avant

chromatographie, des aldéhydes issus de l'oxydation periodique des

nucléosides et nucléotides avec la luminarine 3, comme une autre solution

pour doser les nucléosides et nucléotides.

Les limites de dérivation dans ce cas sont de l'ordre de 125 pmoles

pour la cytidine (Cyd), 25 pmoles pour la cytidine 5-monophosphate (CMP),

50 pmoles pour la cytidine 5-diphosphate (CDP), 50 pmoles pour la

cytidine 5-triphosphate (CTP), 250 pmoles pour l'adénosine (Ada),
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50 pmoles pour l'adénosine 5-monophosphate (AMP), 50 pmoles pour

l'adénosine 5-diphosphate (ADP) et 50 pmoles pour l'adénosine 5­

triphosphate (ATP).

Les dérivés de la morpholine obtenus sont séparés par CLHP en

polarité de phases inversée; ces séparations sont rapides, simples et

reproductibles, et permettent l'analyse de très petites quantités de produits.

En détection fluorimétrique, l'analyse par CLHP des nucléosides et

nucléotides permet d'atteindre des limites de détection de 28 à 667 fmoles

injectées.

La méthode par CLHP décrite ici, associée à une technique de

préparation du dérivé aldéhydique, est un moyen fiable et sensible de doser

les nucléosides et nucléotides dans les fluides biologiques. La précision, la

répétabilité et les limites de détection bien en dessous des niveaux

normalement rencontrés dans les fluides biologiques rendent cette méthode

intéressante pour un grand nombre d'études telles les études cliniques.
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ANALYIlCA
CHIMICA
ACTA

Luminarin 3 as a derivatization reagent for the liquid
chromatographie determination of cytidine adenosine and related

nucleotides with fluorimetric detection

F. Traoré &ob.., C. Fente. c, P. Prognon ., G. Mahuzier a

" 1AbortIIDire de Chimi,e A1uUytique 11, UPS / CEP, 92290 OriIewzy-MtUllbry, Franœ..fi:aadJi de MIüane et de PhIumiIcie de
l'Uniuenid de ÛNUIJay, CGnGby, G~1lCUilIIJl de VetcriMrir.~ de QuimiaI A1uUilic1l, NUlridDn y lJromJU%giII,

,. 27002üco. Spain

(Rcœived 2Stb May 1993; reviscd lIUlIlUICript receMd 3rd Dcœmber 1993)

Luminarin 3 is a quinolizinacoumarine labclling rcqent for carbonyl compounds, rcaeting via its hydrazide
fuDction. It wu found ta he a bighly sensitive fluorescence rcactivc probe for nuclcosides and nuclcotidcs in liquid
chromatography. Lnminarin 3 rcacts witb the dialdcbyJle induccd by prcliminary pcriodatc oxidation of the nbosc
moiety Of nuclcosidcs and nuclcoûdcs in 100 mM acetate buffcr (at pH 3.0 or 4.0, dcpcodin& on the derivativc), to
giYe bigbly fluorescent morpholino derivativcs. The luminarin 3 dcrivatiYcs of cytidine (Cyd), adenosinc (Ado) and
corrcsponding nuclcotidcs werc scparated by cIuomatography on a Spherisorb cyano Si4m column (300 X 4.6 mm
i.d.), with a mixture of mcthanol and 100 mM pbosphate buffcr pH 6.0 00/70, v/v), foUowed by fluorescence
dctccôon. In suc:b a way the separation cao casily he optimizcd for tbe cight nuclcotidcs by variation of the methanol
content of the mobile phase. Typical dctcetion limits (in amount injeeted with signal/noise ratio of 3) werc 40 fmol
for Cyd; S2 fmol for CMP; 71 fmol for CDP; 36 fmol for CTP; 667 fmol for Ado, 70 fmol for AMP, 28 finol for ADf
and 39 fmol for ATf.

Key words: Liquid chromatography; Fluorimetry; Lnminarin 3; Nucleosides; Nucleotides

1. IDtrocluction

Nueleic acids are essential constituent of cells
and tissues and are found in biological fluids.
Because of their ot1Vious importance in many
fields of the biosciences, mueh attention has been
paid in their monitoring because of thejr possible

• Corresponding author.

use as marlœrs in various diseases [1-3~ Many
quantitative methods, inc1uding direct UV-visible
speetrophotometry [4] and fluorimetry [5]; liquid
ehromatograpby (Le> combined with -UV spec­
tropbotometrie [1,6-9] or fluorimetric deteetion
[2,3,10-14] were reported.

The speetrophotometrÏc methods mainly suffer
from the laek of specifieity and sensitivity. LC
measurements with UV spectrometrie detection
laek of the required high sensitivity. As an alter·
native ta these methods, the fluorimetric LC

0003-2670/94/S06.lX) e 1994 Esevier Science B.V. Ali rights resem:d
SSDI 0003-2670( 93 )E0698·7
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methods with haloacetaldehydes [2,3,10,12-14) for
adeDiDe-oontainiDg compounds, or 4-bromometh­
yl-7-methaxycoumarin [11) for pyrimidine com­
pounds, appear to be the Most sensitive.

The common drawback of these derivatization
metbods is that they are not UDiversally usefu! for
both purine and pyrimidine compounds. How­
ever, if the tar&et of the derivatization is the
sacebaride moiety amlently Iinked to the nucle­
obase, an nuclcosides and nucleotides'become
accessible. An analogous approach bas been used
for the labelling of other glyc:oconjugates sucb as
gl)œproteiDs. In this case, the oligosaccharide
moiety, in many instances, is Dot involved in the
biologica1 aetivity, which is thus preserved duriDg
analytic:al work. 'Ibis non-iuvolvemeDt of the
olipac:charide in ligand binding foIDIS the basis
of the metbodology for the specifie and site-di­
rected labclling of the oligosaccharide moieties of
glycoproteins with fluorescent dyes [15,16]. In a
first stage aldehyde groups are generated on the

oligosaccharide moieties by chemical oxidation of
vicinal diols using sodium metaperiodate. The
dialdehyde thus generated May then be con­
densed with Ducleophiles such as primary amines
or hydrazine derivatives ta introduce a Marker.

The lflechanism of the derivatization of nucle­
osides and Ducleotides by oxidation and subse­
quent reaetion with model hydrazides bas been
investigatcd in a fundameDtal study [17]. Under
suitably mild coDditi6ns, periodate œidation is
reported to be specifie for the generation of a
dialdehyde OD a nucleoside or Ducleotide. The
yield of the periodate oxidation reaction produet
is reported as 90% for adenosine (Ado) (17).

In previous work, wc developed IH,5H,llH­
[1]benzopyrano[6,7,8-ij]quinolizine-9-acetie aad
2,3,6,7-tetrahydro-ll-omhydrazide (jurninarin 3
- Lu.3) [18,19] as a fluorescent reagent for car­
bonyi compounds. Indeed, it was found that di­
aldehyde generated by periodate oxidation of the
ribose moiety of nucleosides or nucleotides re-
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Fig. 1. Ocrivalizalion rcaetion scheme of purine and pyrimidine ribonucleœides and lheir nuclCOlides Wilh luminarin 3.
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aetcd with Lu.3 to give morpholino derivatives
(Fig. 1).

The aim of tbis paper is to demODSttate the
applicability of the Lu.3 labelliDg in trace ana1ysis
of purine and pyrimidine nucleosides and corre­
sponding nucleotides. ln this work, attempts were
made, to elucidate the structure of the mor­
pholino derivatives of two of the studied nucleo­
sides, an then, to establish the optimum derivati­
zation conditions. lbus, a sensitive and selective
method based on Le with fiuorimenic deteaion
is proposed for the dctermination of cytidiDe
(Cyd); C)'tidine-5'·monophosphate (Q,{P); cyti­
dine-S'-diphosphate (CDP); cytidine-S'-triphos­
phate (CI'P); adenosine (Ado); adenosine-S'­
mooophosphate (AMP); adenosine-S'-diphoS­
phate (ADP) and adenosine-S'-triphosphate
(ATP) using luminarin 3.

2. Experimenta!

21.CJrmriads

AlI cbemicals were of analytical grade unless
stated otherwise, and aU solvents used in chro­
matography were of HPLC grade. Cytidine,
adenosine and related periodate-œidizcd nu­
cleotides were purchascd from Sigma (St. Louis,
MO). Tetrabutylammonium hydrogen phosphate
(TBAHP) was purchased fmm. Aldrich (Stein­
heim). Lurnioarin 3 wu manufactured by Euro­
bio (LeS Ulis).

22 SoluJions

Standard solutions of periodate-oxidized nu­
eleosides and nucleotides (25 mM) were freshly
prepared by dissolving the carefu1ly weighed ade­
nine and cytosine compounds in 100 mM acetate
buffer"(pH 4.0 and 3.0, respectively) and stored at
- 20"C. Stock solution of luminarin 3 (50 mM)
was prepared in dimethylsulfoxide and kept for
one year, protected from light at - 20"C. Work­
ing solutions were prepared by appropriate dilu­
tion of the eorresponding standard solution in the
selected solvent.

23. Instrummtlltion

The LC system consisted of a Spectra System
Model P.lOOO solvent-deüvery pump (Spectra
Physics) equipped with a Rheodyne· injector
Model 7125 (Cotati, 00, a 2O-I.LI sample loop
and a Shimadzu Mod~l RF-S3O fiuoresceuce Le
monitor, Clcitation and emission wavclengths
were set at 402 and 501 Dm, respec:tively. Cbro­
matograms were recorded on a Sbimadzu C·RSA
integrator. Excitation and emission spcctra of lu·
minarin 3 were recorded on a Perkin Elmer Model
U; 50 luminescence spectrometer (Perkin Elmer,
St. Quentin en Yvelines) with the excitation and
emission slits adjuSted al 2.S omo Absorbance
spectra was recorded on a Model UV-2l00 Shi­
madzu UV-visible spectrophotometer (Touzart
et Matignon, Vitry sur Seine). The relative fluo­
rescence quantum yield wu estimated as the
ratio of the total fluorescence intensity to the
absorbance at the maximum of excitation of the
corresponding luminarin 3 solution, in arbitrary
units. according ta Parker and Rees (20~ The
liquid secondary ion mass spectrometry Q.SIMS)
apparatus wu a VG AutospccE madel

24. Chromlllogrrzphic conditions

In this study three eluting conditions were
used, the support and the flow rate rema;ning the
same in ail instances (a Spherisorb Cyano-S ",m
column (300 x 4.6 mm i.d., SFCC/Shandon, Er­
agny, France) fiushed by the selected eluent at 1
ml/min).

Euent 1: methanol-100 mM dipotassiUDl by­
drogenphosphate. pH 6.0 (30/70, v/v).

Euent II: methanol-lOO mM dipotassiUDl by­
drogenphosphate containing 10 mM tetrabuty­
iammonium hydrogenphosphate adjusted to pH
6.0 with phosphoric acid (30/70, v/v).

Eluent Ill: methanol-100 mM dipotassium hy:.
drogenphosphate containing 10 mM ammonium
acetate adjusted to pH 6.0 with phosphoric acid
(30/70, v/v).

Excitation "and emission wavelengths were cha­
sen to obtain the maximum fluorescence signal of
the fluorogenic reagent in the selected mobile
phase. No spectroscopie shift was observed when
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changing the eluent from mobile phase 1 te fi
and m. The best separation of Lu.3 derivatives of
Cyd and Ado and related nucleotides wu
achieved by using eluent ID. In all instances the
mobile phases were carefully degassed by sonica­
tion and filtration (Waters-Millipore 0.45-l'm fil­
ter) befme use.

200 1'1 aliquàts of a test solution of Cyd, Ado
and related periodate-œ:idized nucleotide com­
pounds, were placcd in a brown glass test tube
(75 X 12 mm i.d.), and 10 l'lof the lurninarin 3
solution (10 mM) was added. The tubes w~re

then capped and aUowed te stand at room tem­
perature for 2 h. A 20 1'1 aliquot of the final
reaction miIture was directly ~ected into the
chromatograph.

3. Results and !fismSsiOD

3.1. Fomuztion of the fluorr:scent derivatives

The reaction of periodate-œ:idized nucleosides
and nuc1cotides with luminarin 3 bas al: 1 stoi­
chiometry (fis- 1). The structures proposed for
the rcaction produets of Ade and Cyd with lumi­
narin 3 are based on the interpretation of the
c:orresponCÜDg mus spectra (LSIMS). The data
shawn iD Table 1 report the main ions found for
each dialdehyde dcrivative. The mass spectrum
for the Cyd and Ado luminarin 3 derivatives show
a (M + H)+ ion at m/z 55S.2 and S79.2, respec­
ûvely. indicating that only one carbonyl of peria­
date-œ:idized Cyd and Ado was derivatized with

luminarin 3. Additionally, an adduet ion was ob­
served in each case at m/z Sn1 and 601.2 for
(M + Na)+. The fragmentation that follows yields
fragments (at m/z 282.1) by loss of a luminarin 3
nucleus, then an m/z 255.1 ion is obtained by
Ioss of éD. This last species fragments further, by
ejection of CO !rom the laetone ring and a hydro­
gen atem, ta give the fragment at m/z 226.

It can he ooncluded from these data that only
one carbonyl functionality of periodate-oxidized
nucleosides and nucleotides reacts with Lu.3.
Nevertheless, the mass spectral data give no indi­
cation of the absence of a Cree aldehyde group,
this was clear !rom the presence of two chr0­
matographie peaks for luminarin 3 Ade and Cyd
derivatives (data not shawn) due to the presence
of two new asymmetric centres (C'), (0') and
the fact that two positions of the nitrogen atom
are possible in the formed morpholine ring (sec
Fig. 1). The occurrenc:c of the morpholine struc­
ture of the dialdehyde generated by periodate
oxidation of the n"bose moiely in Ado or AMP
bas been observed with other hydrazide-based
reagents, as descn"bed by Hansslœ et al [l7l

3.2 Choicé ofoptimtd condiliOns for tierWatizJztion

Periodate-oxidized AMP and CMP were se­
leeted as model compounds te establish reaction
conditions suitable for a more general method.

Nucleosides and nucleotide dialdehyde com·
pounds reacted with luminarin 3 only in acidic
solution (pH < 6.0). The use of acctate buffer at
SO-200 mM gave the higbest signais. 100 mM was
selected for the fastest reactions. Because lumi­
narin 3 is a bydrazide, its Ducleophilic charaeter
is sufficieDt for a rapid reaetioD and its limited

Relative abundance
(CID of base peak)

T~cl

LSIMS frqmentati<m dat, for luminarin 3 derivatiYes of adcnosiDe and cytidine

Cyd-lwftiDarin 3 derivative Ado-Iuminarin 3 derivative----------------"'1: Ion Relative abundancc m/z Ion
(CID of base peak)

1073.5
577.2
55S.2
537.2

(M}{ - H~O) X 2-HI+
(M + Na] +

IM+ H]+
IMH - H~OJ+

3.3
7.5
6.1

20.0

1121.5
601.2
519.2
561.2

(MH - H.O) x 2-H]+
(M+ Na)+-
lM + HI+
IMH - H~OI+

1.0
8.6

32.4
48.2
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n_ (houra)

rll- 2. Effcct of reacdaa lime aad pH CD tbe dcriYatizatioD
reacàoa of AMr lDd 00IP witb lumiDariD 3.

basicity tends ta prevent labializatiOD and release
of the phosphate group by jJ-elimination. The
strong basicity 01 amines and hydrazines and their
ability ta accept a proton is the main reason for
jJ-elimination of the S'·phosphate !rom the inter·
mediate Schiff base [2U

Effect of pH and dunuion of the mlCdon on the
deriuatiztztion ,;Gd

The effect of the pH and the duration of the
reaction on the reaction yield, were examined
with standard samples containing 1 DmOl of each
compound ta be derlvatized by varying the pH of
the 100 mM acetate buffers !rom pH 3.0 ta 5.0
and using various reaction times. M shawn in
Fig. 2, the pH optima of the reaetions of AMP
and CMP were found ta be 4.0 and 3.0, respec­
tively. The reaetivity of AMP wu the strongest,
as shown in Fig. 2. The reaction of AMP reached
a plateau at 25°C after 120 min, whereas the
plateau was obtained after 180 min in the same
condittollS for CMP. Both AMP and CMP showed
decreased peak heights for longer reactions. This
decrease, which is much more important with
AMP than with CMP, is due to the hydrolysis of
the denvatizcd product yielding the correspond·
ing 9-carboxylluminarin. For this, the reaetion
mixture was immediately injeeted after the reac-

tion or, if the injection is ta he postponed, the
mixture was stored at - 2QOC. lbese observations
clearly indicate that for simultaneous determina­
tion of adenosine and cytidine and related nu.
cleotides, the derivatization could be performed
at room-temperature for 120 min.

Effect of 1urninIlrin 3 concentration on qzuzntÏtIl­
don analysa

The molar ratio of luminarin 3 ta AMP and
CMP was varied from 25 to 500. The total amouat
of AMP and CMP involved was always 1 nmoL
The luminarin 3 gave the most intense and COD­

stant peaks for amounts > 50 nmol correspond·
ing to a minimum molar ratio of luminarin 3 ta
cytosine and adenine compounds of 50. When the
ratio fell below this value, the assay respoase
always became non·linear. Thus 100 omol lumi.
Daria 3 was adopted and samples contaiaing high
concentrations (> 20 omol/ml) of adeaine and
cytosine compounds had to be diluted prior ta
derivatization in order ta ensure a linear re·
sponse.

3.3. Chromatographie sqJQTCltion

The simultaneous separation in reversed-phase
Le of all the studied nucleosides and nucleotides
is extremely difficult cvcn using gradient elution.

Because the nucleotides exist as negatively
charged compounds at pH values > 3.0 [22l ion·
pair chromatography is generally performed. As a
consequence, quaternary amines are generally
used as counterions.

To establish the optimum. conditions for the
separation, the changes in composition of the
mobile phase were tested. Three mobile phases,
differing from each other by the presence or
absence of TBAHP and ammonium acctate, were
iavestigated. In a11 cases, the pH was set at 6.0 te
obtain the nucleotides mainly in thcir ionized
fonns. 100 mM phosphate buffer wu chosen be­
cause it exhibited a good buffer capacity at pH
6.0 and it led to a better separation due to its
ionic strength. The performances of the different
mobile phases were compared in tenns of reten­
tion times, capacity factors and selectivity. As
shown in Table 2, in. the presence or absence of

••
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TBARP, the retention order of luminarin 3
derivatives remains constant (the greater the
number of phosphate groups, the more bye
dropbilic the derivative). At constant ionic
strength (100 mM dipotassium bydrogenphos­
phate) and fixed pH of the mobile phase and
graduaDy increasing concentrations of TBAHP
fmm S 10 50 mM. the retention times of lumi·
nariD 3 derivatives did not change. On the other
band gradual increases in pH of the mobile phase
(3.0 ta 7.0), for a TBAHP level which was kcpt
constant, decreased the retention time of deriva·
tives and improved the resolutioD. The separation
of di- and triphosphate derivatives of the same
parent base wu not as good as for the other
derivatives (monophosphates and related nucleé>-

sides). The selectivity was not significantly modi·
fied with the three tested chromatographic sys.
tems suggestÏng that the seleetivity depends
mainly on the pH of the buffer. The retention
times of luminarin 3 nucleotide derivatives in·
creased 'When ammonium acetate or TBAHP was
added ta the phosphate buffer (Table 2). De·
pending on the compound, a 12 to 15% inaease
in retension time wu observed when 10 mM of
ammonium acetate wu added to the mobile phase
(eluent m), and a 12 ta 35% increase in reten·
tion times when ammonium acetate was replaced
by 10 mM TBAHP (duent 11). This seems to
suggest that ion pairing formation should have a
minor effect in comparison with the simple ionic
strensth effeet. A downward trend was observed

B

A

min

~ G..1 Sc• t• .,.
âc :10

I:L C ~

1 ~

~ i~

i 1;
Cl

1;
Cl

r7ô 2lô min
Fii- 3. Onomatographic separation of luminarin 3 and luminarin 3 derivatives of adenine (A) and cytosine (8) compounds with
Ouarescenœ deteetian. 2 mV full-sale. 2 pmol of eac:h derivative were injected on ta column. For Le conditions 5ee the text.
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Tablc2 Table 3
Comparisoa of the c:Iu'omatopaphic performances of the three Overall calibration Jl'Bpbs iD aœtate buffer, and detection
mDbile pbuea limits for lumiDariD 3 derivatives iD liquid cbromatopaphy

100 (trU - trI) with fiuoresccace detectioD. y represents the peak beilht
Atr$. - 1/2(trU + trI) (arbitrary UDiu), lDd % is tbe amouat of die aualyte bmlOl) in

100 (trm- trI)
the reactioa mimue

Com· EquaâonaAt$z- Correlation Detectionr l/2(trm+trI)
pounds coefficieat limits

Cam- BlueDtI ElueatU Ewall m (r) ~ (fmol)

pouuda ~ Il ~ At/J'I Il le' Atr~ Il Ado y- 3S6x +167 0.966 6617

CI'P Q.6S UJ2 19.97 0.92 15.17
AMP Y- 6880X -1216 0.960 69.2

CDP Q.86 1.32 1.12 12.63 1.10 1.18 IS.6S 1.28
ADP Y- 2078X -232 0.964 'D.7

ATP 0.97 1.13 1.82 35.47 l.63 1.23 12.66 1.D4
ATP Y- 2'7OSx -819 0.981 39.1

ADP 1.15 1.19 1.97 32.38 U18 1.44 12.92 1.17
Cyd Y- 36S8x-679 0.998 40.1

CMP l.24 U18 1.76 20.93 1.12 1.s3 12.43 1.06
0dP y-S9S3x -2821 0.992 515

AMI' 1.64 1.32 2SO 28.15 1.42 2.00 12.83 1.31.
CDP Y-1216x -146 0.998 71.2

Cyd 2.2S 1.37 1.90 -11.11 1.32 2.77 14.90 1.39
CTP Y-l164X +663 0.975 35.8

Lu.3 292 1.30 2.S2 -10.81 1.33 4.D2. 24.61 1.45 a The liDear l'8DP is 0.5-5 amol iD all instances.
Aœ 3.99 1.37 3.14 -18.82 1.25 5.21 21.'78 1.30 b 0-6.

for the retentioD times of luminarin 3 Ado and
Cyd derivatives. (11-19%) when l'BARP was
added to the mObile phase (eluent fi). The rea·
son for this diminution remains uDclear. Fmally
based on an these observations, a satisfaetory
separation of the lumiDarin 3 derivatives of ade­
me aDd cytosine compounds listed in Table 2
was achieved usiDg eluent llL This mobile phase
was 6naIly chosen for quantitative studïes. A typi­
cal chromatogram obtained with a standard mix­
ture of adenine and cytidine compounds is shown
in Fil- 3A and B. It sbould be noted that under
these chromatographie conditions. the luminarin
3 derivative of Cyd showed two pcaks, the first (at

Table 4
Repnlducibüity of du: proposeeS method

12.1 min, 73% of single peak height) being much
higher than the second (at 13.9 min, 27%). These
two peaks are probably the Ihreo and erythro
isomers involved by the derivatization process
(sec Fig. 1 and as described above).

With the chromatographie conditions chosen
as descnbed above, cahbration plots of peak
beight. versus amounts of Ducleosides and nu­
clcotides labelled with luminarin 3, were linear
over the range 0.5-5 umol as shawn on Table 3.
The correlation coefficients varied between 0.960
and 0.998 for an eight compounds.

Compouads Intra-assay precisiCXI (CIl)·

1.9 pmol 5.7 pmol

Ade 5.19 2.34
AMP 2.62 4.12
ADP 4.12 3.13
ATP 4.51 2.74
Cyd 5.97 2.86
CMP 3.13 2.45
CDP 3.83 4.69
CIl' 3.78 3.47

• fi - 6, for details sec tut.

9.s pmol

4.34
3.s3
3.s1
2.86
U5
3.32
3.04
2.23

Inter·assay precisioa (%) •

1.9 pmol 5.7pmol

4.89 4.77
6.24 3.4S
6.16 4.35
7.42 2.72
6.05 2.9C1
4.62 3.28
3.10 4.45
3.78 1.76

9.5 pmol

4.28
2.99
4.44
3.36
3.25
4.52
3.81
2.07
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Repeated derivatizations (n - 6) of nucleoside
and nucleotide solutions gave peak heights with
relative standard deviatiODS rangiog from 1.8­
7.4% in the range 1.9-9.5 pmol of derivatives
injea:ed, as shawn in Table 4. The intra- and
inter-assay precision were determioed USÎDI the
acetate buffer. To determioe the intra-assay pre­
cision, sil: samp1es with a concentration located at
the middIe of the range of the calibration graph
and meùured on the same day were c:ornpared.
Concemiog the inter-assay precision, test samples
with a ooncentration in the middle of each cali­
bration plot were quaotified on sil: cooscc:utive
days.

The deteetion limit was obtained br deriva~­
tion of 1 omol of aoalyte, and taking 20 1'1
aliquots of diluted samples using an integrated
peak area signal-to-noise ratio of 3 (Table 3). AIl
the oompouods tested CaD be deteeted al the
femtomol level, except the luminarin 3-Ado
derivative which bas a detec:tion limit of 667 fmol
(sec later). The 10w detection limits of most Lu.3
derivatives oould be ezplaioed br relatiYely high
fluorescence quantum yields of lumiDarin 3 which
wu simüar in ail eluent used in this study.

4. Discussion

Methods iDvolving the use of hydrazide nua­
resc:ent derivatiziog agents have received ütt!e
attention in üquid chromatagraphy. Hydrazine
derivatives are stroog nucleophiles and will react
with a number of fuDctionai groups induding the
aldehydes generated on the oligosaccharide moi­
eties of glycoc:onjugates by specifie œidatiOIl re­
actions. The susceptibility of glycoconjugatcs ta
oxidation by periodate bas frequently been used
in biochemical and .immunological studies and
bas becn reviewed recently [16,17,23-261 Surpris­
ingly, bowever, LC of periodate-oxidized ribonu­
c1eosides and ribonucleotides has not been widely
reported.

In studies on nucleie acid metabolism, the
trace analysis of nueleic acid oomponents with
high sensitivity and seleetivity is required. In the

present study, we attempted to optimize the lumi­
narin 3 derivatization and the chromatographie
separation of derivatizcd adeoine and cytosiDc
periodate-œidized Ilucleosides and nucleotides.
The resuIts obtained show that these compounds
cau be iéadily derivatized br use of lumioarin 3
after periodate oxidation. The reaetion is rapid
and quantitative, makiog this derivatizing agent
an attractive choice for trace analysis. Disadvan­
tages of the method are that the unreaeted lumi­
narin 3 appears iD the chromatogram requiriog
an efficient separation of derivatives ta avoid
interference, because luminarln 3 may tend ta
averlap the low amouot of the Ado-Iuminarin 3
derivative making separation difficult. Thus, the
detection limit of this derivative (ca. 667 fmoI) is
ca. 9-24 times higher than those other derivatives
(ranging belWeen 28 ta 71 fmoI).

For use in the determination of nucleosides
and nucleotides, the derivatization with lumioariD
3 has to be preccded br an oxidation with perla­
date, a reaction which is widely used for labelling
of g1ycoproteins. 'Ibis reaClion is mown for its
very high selectivity and yield (98.7% for gly­
oopeptides) [25]. In its application to nucleosides
and nucleotides, a yield of 90% for Ado is re­
ported [17].

Derivatization with luminarin 3 oombined with
LC with fluorescence deteetion is an alternative
ta the aforementioned methods currently ex­
ploited in nucleoside and nucleotide detection
(1-14]. It is expeeted that the method prcscnted
here will he suitable for the derivatization and
separation of nucleosides and oucleotides, and its
high seositivity may permit determination of nu­
cleosides and nucleotides iD body fluids. Further
studies are in progreSs to test the applicability of
the proposed technique.
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Après un rappel de quelques notions concernant les immunodosages

et l'exposé des différents types de marqueurs déjà utilisés dans ce domaine,

nous décrivons, dans un premier temps, une méthode permettant

l'utilisation des luminarines hydrazides (Luminarine 3, 11 et 12) comme

marqueurs luminescents des immunoglobulines.

La y-globuline bovine (lgG) a été utilisée comme modèle, pour

étudier les conditions de la réaction de marquage, les conditions de

purification des protéines marquées, le taux de greffage en fonction de

l'excès de la luminarine hydrazide, et l'intensité de fluorescence des

protéines marquées en fonction du taux de greffage.

Dans un deuxième temps, nous présentons les résultats des essais de

marquage de l'hormone chorionique gonadotrope (BCG) humaine en vue

d'une application analytique (lmmunodosage).
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1. RAPPEL DE CERTAINS ASPECTS DES IMMUNODOSAGES

Les immunodosages regroupent l'ensemble des méthodes analytiques

mettant en jeu la réaction antigène-anticorps. Pour la plupart de ces

dosages on fait intervenir un troisième élément, le traceur. Celui-ci résulte

de l'association de l'antigène ou de l'anticorps avec un "marqueur"

[BARBIER (1989)].

1·1 CARACTERISTIQUES DES ANTICORPS, DES ANTIGENES, DU

COMPLEXE IMMUN AINSI QUE DES MÉCANISMES QUI

RÉGISSENT LA RÉACTION IMMUNOLOGIQUE

1·1·1 Les anticorps

les anticorps (Ac) sont définis par deux propriétés:

- ce sont des immunoglobulines, glycoprotéines produites par les

lymphocytes B activés en plasmocytes en réponse à l'introduction dans

l'organisme d'un élément étranger (antigène: Ag);

- ils sont capables de reconnaître spécifiquement l'antigène qui a suscité

leur production et de former par l'intermédiaire de sites complémentaires

un complexe immun.

L'organisation mondiale de la santé (OMS) a défini les

immunoglobulines de façon officielle comme «des protéines animales

douées d'activités anticorps, auxquelles s'ajoutent des protéines apparentées

aux anticorps par leur structure chimique».

Les immunoglobulines sont toujours constituées de 4 chaînes

identiques deux à deux:

2 chaînes légères, L (light)

2 chaînes lourdes, H (heavy)
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et l'étude de ces chaînes a révélé l'existence de plusieurs types différents:

- 2 types de chaînes légères, K (kappa) et À (lambda), comportant 214

acides aminés (masse moléculaire (PM) de 20000 à 23000);

- 5 types de chaînes lourdes : y, a, 1-1, Ô et E, composées de 446 acides

aminés (PM de 50000 à 700(0).

La nature des chaînes lourdes sert à définir les 5 classes

d'immunoglobulines, dont l'abréviation générale est Ig :

-les immunoglobulines G (lgG) contenant 2 chaînes lourdes y;

- les immunoglobulunes A (IgA) contenant 2 chaînes lourdes a;

- les immunoglobulines M (lgM) contenant 2 chaînes lourdes 1-1;

- les immunoglobulines D (IgD) contenant 2 chaînes lourdes ô;

- les immunoglobulines E (IgE) contenant 2 chaînes lourdes E.

Chaque type de chaîne lourde pouvant être combiné à des chaînes

légères de type K ou À qui diffèrent par leur antigénicité.

Les caractéristiques principales des 5 groupes d'immunoglobulines

sont rassemblées sur le tableau IV.

Les immunoglobulines G constituent les trois quarts des

immunoglobulines circulantes. La majorité des tests immunologiques

mettent en oeuvre cette classe d'immunoglobuline.

L'hydrolyse enzymatique par la papaïne scinde la molécule

d'immunoglobuline en trois fragments :

- un fragment cristallisable, Fc, comportant environ la moitié de chacune

des chaînes lourdes, du côté C-terminal, reliées par un pont disulfure;

- deux fragments identiques, appelés Fab (antigen binding) car ils sont

capables de se lier à l'antigène correspondant; chacun est constitué d'une

chaîne légère et de la moitié N-terminale d'une chaîne lourde, reliées par un

pont disulfure.
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Tableau IV : Principales caractéristiques des immunoglobulines

[PERCHERON et coll., (1985)]

Oasses
d1g

Teneur
dans

le sérum

Constante de
sédimentation

Teneur en
glucides

(%)

Classes de
chaînes
lourdes

IgG 12 gIl 7S 3 160000 Y(avec
sous-classes)

IgA 3g1l 7S 8 160000 a. (avec
sous-classes)

IgM 1911 19 S 12 1000000 J.l

IgD 0,1 gIl 7S 12 180000 Ô

IgE 0,001 g/l 8S Il 200000

aMasse moléculaire

Dans les chaînes légères, comme dans les chaînes lourdes, la partie

N-tenninale comporte, une zone variable (V) de 109 acides aminés, où les

séquences varient suivant les immunoglobulines, et une zone de structure

primaire constante (C) semblable dans une classe d'immunoglobuline

donnée. Dans la zone variable, trois régions où la structure primaire est

l'objet des variations les plus fréquentes sont appelées hypervariables (site

anticorps).

Chacune des chaînes porte plusieurs ponts disulfures, dits

intercaténaires, et chaque chaîne lourde est porteuse d'un groupe glucidique

au niveau de la fraction Fc.
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L'ensemble de ces données structurales est schématisé sur la Figure

27.

Figure 27 : Schéma structural d'une immunoglobuline

: zones hypervariables

Fab: site de liaison à l'antigène ("antigen binding")

Fc : fragment cristallisable

L : chaîne légère ("Light")

H : chaîne lourde ("Heavy")

V : zone variable

C : zone constante

La structure globale d'une immunoglobuline révèle donc l'existence

de deux zones actives, capables de fixer chacune une molécule d'antigène.

Quand les antigènes sont eux-mêmes divalents, il se forme des complexes

de structure fermée, comportant par exemple 3 antigènes et 3 anticorps.
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1-1-2 Les antigènes

Ce sont les agents responsables du déclenchement de la réaction

immunitaire. Parmi les antigènes, on distinguent ceux qui sont

spontanément immunogènes et les haptènes. Les haptènes sont de petites

molécules (P.M < 2000) qui ne deviennent immunogènes qu'après

couplage à un porteur de masse moléculaire élevé (albumine bovine ou

thyroglobuline par exemple). Le nombre de déterminants antigéniques

(entité antigénique qui reconnaît l'anticorps) ou épitopes dépend surtout de

la taille de l'antigène : la limite inférieure est de un pour de petites

molécules haptèniques, alors que certains virus peuvent porter des

centaines d'épitopes.

1-1-3 Le complexe immun

La formation et la stabilité du complexe Ag-Ac ne sont possibles que

par la mise en jeu simultanée d'un nombre suffisant d'interactions

élémentaires. ces interactions sont de quatre types :

- liaison ionique

- liaison de Van der Waals'

- liaison hydrogène

- liaison hydrophobe.

L'énergie moyenne de ces liaisons varie de 4 à 30 kJ/mole. Les

interactions hydrophobes représentent jusqu'à 50% des forces de liaison.

L'affinité du site anticorps pour l'antigène est le reflet du nombre

d'interactions et de leur répartitions spatiales (modèle de la clef et de la

serrure). La complémentarité stéréochimique entre les épitopes et anticorps

définit la spécificité. La spécificité d'un anticorps pour un antigène est

rarement absolue. La possibilité de reconnaitre des analogues

chimiquement voisins est connue sous le nom de réaction croisée.
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1·2 CLASSIFICATION DES METHODES IMMUNOLOGIQUES

Nous nous limiterons ici aux méthodes faisant appel à un marqueur.

Un marqueur pour immunodosage est une entité liée chimiquement à

une molécule d'antigène ou d'anticorps et délivrant un signal (direct ou

indirect) quantitativement mesurable.

Devant les nombreuses variantes méthodologiques, plusieurs critères

de classifications peuvent être envisagés selon les proportions relatives

d'anticorps et d'antigènes dans le milieu réactionnel. On distingue ainsi:

-les méthodes dites "en défaut d'anticorps" ou méthodes compétitives

- les méthodes dites "en excès d'anticorps" parmi lesquelles les méthodes

immunométriques.

1-2-1 Méthodes compétitives

Lorsqu'on met en présence un antigène (Ag), ce même antigène

préalablement marqué (Ag*) et un anticorps (Ac) dirigé contre cet antigène

on a, si la concentration en anticorps est inférieure à la concentration totale

en antigène, compétition vis à vis des sites anticorps, avec fonnation

simultanée des complexes antigène-anticorps (Ag-Ac) et antigène marqué­

anticorps (Ag*-Ac). En maintenant fixe la concentration en anticorps et en

molécules marquées, l'augmentation de la concentration en antigène

entraîne l'augmentation de la concentration en complexe Ag-Ac, au

détriment du complexe Ag*-Ac.

Si on dispose d'une méthode permettant de séparer, sans modifier

l'équilibre de la réaction, les composés libres des complexes Ag-Ac et

Ag*-Ac, on peut déterminer, grâce au signal délivré par le marqueur, la

concentration en antigène marqué libre (Ag*) et du complexe antigène

marqué-anticorps (Ag*-Ac), pour chaque concentration de l'antigène.
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1-2-2 Méthodes immunométriques

- Méthodes à deux sites ou méthodes "sandwich"

Ces méthodes se distinguent des précédentes par la présence d'un

excès d'anticorps et par l'utilisation d'un deuxième anticorps comme

révélateur de la réaction de l'antigène avec le premier anticorps. Le premier

anticorps (anticorps liant) est fixé sur un support solide. Le nombre de sites

de liaison doit être supérieur au nombre de molécules d'antigènes qui vont

être ainsi capturées du milieu réactionnel. L'anticorps marqué est

additionné simultanément dans les méthodes en un temps ou après une .

première incubation et un lavage dans les méthodes en deux temps. Il vient

prendre en sandwich l'antigène déja engagé dans une réaction avec le

premier anticorps. Cela implique que les deux anticorps réagissent avec

deux épitopes différents de l'antigène.

- Méthotks à un site

L'antigène est mis en présence d'un excès modéré d'anticorps

marqué. Lorsque l'équilibre est atteint, on met ce mélange en contact avec

une phase solide tapissée d'antigène en excès. La phase solide est

précipitée par centrifugation et on mesure le signal sur le surnageant ou sur

le précipité. Cette méthode est en fait hybride entre la capture et la

compétition car il s'opère un échange entre les molécules d'anticorps liées à

l'analyte et celles liées à l'antigène en phase solide.

1-2-3 Schéma réactionnel

Selon l'existence ou non d'une étape de séparation on distingue les

dosages par mesure de la distribution du réactif marqué (dosages en phase

hétérogène) et les dosages par modulation de l'activité du marqueur

(dosages en phase homogène).
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Seules les méthodes par compétition pennettent de travailler en

phase homogène d'où un gain de temps.

1·3 CRITERES DE CHOIX D'UNE METHODE IMMUNOLOGIQUE

Plusieurs aspects peuvent être envisagés.

1·3·1 Spécificité

Les méthodes par compétition s'appliquent à tous les antigènes

quelle que soit leur taille. C'est la seule méthode utilisable pour doser les

haptènes ne possédant qu'un seul épitope. Mais des fragments ou des

métabolites de l'antigène peuvent être reconnus s'ils sont du même épitope

entrainant une erreur par excès. L'utilisation de deux anticorps dans les

méthodes immunométriques améliore la spécificité du test mais nécessite

la présence de deux épitopes différents. Cependant des interférences restent

possibles avec une molécule possédant l'un des deux épitopes ou par la

présence dans le sérum d'un autoanticorps dirigé contre l'antigène. Un autre

danger est l'effet "crochet" ou effet "cloche" lorsque la concentration en

antigène est très élevée et que l'antigène se comporte en antigène

monovalent (méthodes en un temps) [BARBIER (1989)].

1·3·2 Sensibilité

La limite de détection est abaissée dans les méthodes

immunométriques car toute molécule d'antigène peut être fixée par

l'anticorps. Il est possible également d'élargir les gammes de concentrations

mesurables [BOURDON et BOURDON-RANISTEANO (1983)].
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1-3-3 Choix du marqueur

Depuis le développement historique du dosage de l'insuline par

radioimmunologie, d'autres marqueurs ont été proposés comme

substitution à l'utilisation des radioéléments: marqueurs enzymatiques,

luminescents, métalliques et marqueurs de spin [SCHALL et TENOSO (1981);

GOSLING (1990)].

Les performances du dosage dépendront des caractéristiques et des

qualités du marqueur [GOSLING (1990); MlYAI et PRIeE (1992)] :

- facilité de marquage;

- rendement de marquage élevé;

- stabilité;

- immunoréactivité, c'est à dire reconnaissance par les anticorps

spécifiques;

- pureté du signal émis;

- activité spécifique liée également au mode de détection et aux

possibilités d'amplification du signal;

- coût modéré.

- Marqueurs radioactifs

Classiquement, le marquage est réalisé par un radioélément 3H ou

1251, car 14C conduit à des activités spécifiques trop faibles. Le

radioisotope choisi est incorporé ou greffé sur le substrat à marquer. Ses

caractéristiques (période, mode de désintégration) et la praticabilité du

marquage conditionne le choix. Le marquage par 3H ne modifie pas la

valeur de la constante d'équilibre en comparaison de celle du produit non

marqué. Par contre la taille de l'atome d'iode et la modification structurale

que sa fixation nécessite peut modifier l'affinité des anticorps pour son

antigène [BOURDON et BOURDON-RANISTEANO (1983)].
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Les dosages avec marqueurs radioactifs peuvent être réalisés selon le

principe de la compétition (RIA: Radioimmunoassay) ou selon le principe

de la double capture (IRMA: Immunoradiometric assay) .

. Marqueurs enzymatiques

Il est possible de lier de façon covalente des enzymes à des antigènes

ou à des anticorps sans faire perdre aux premières leur activité catalytique

et aux seconds leur pouvoir immunologique. Au cours d'un

enzymoimmunodosage, après réaction immunologique, une réaction

enzymatique sur un substrat approprié donne naissance à une espèce

chimique dosable par les méthodes spectrophotométriques d'absorption ou

d'émission ou par des méthodes électrochimiques. La variation de l'activité

(augmentation ou diminution selon les cas) d'un marqueur enzymatique

selon que le traceur est impliqué ou non dans un complexe antigène­

anticorps est mise à profit dans les méthodes en phase homogène (EMIT :

Enzyme-monitored immunoassay technique) et en phase hétérogène

(ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay). Plusieurs possibilités sont

offertes:

- utilisation d'un substrat chromogène dont la modification chimique

entraine une modification du spectre d'absorption lumineuse;

- utilisation d'un substrat et d'un chromogène associé;

- utilisation d'un cosubstrat chromogène;

- utilisation d'un substrat luminogène dont la transformation

chimique produit une émission de lumière;

- utilisation d'un substrat fluorigène dont le produit de transformation

est une molécule fluorescente.

Les principales enzymes utilisées sont : la peroxydase, la

phosphatase alcaline, la ~-D galactosidase, la glucose oxydase, la glucose-
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6-phosphate déshydrogénase, la (3-lactamase et l'uréase [BARBIER (1989);

GOSLING (1990)] .

• Marqueurs luminescents

Selon la nature de l'énergie d'excitation, lumineuse ou chimique, on

peut faire la distinction entre photoluminescence qui englobe la

fluorescence, la phosphorescence et la chimiluminescence [KARNES et coll.,

(1985)].

L'utilisation d'un marqueur fluorescent classique (du type

fluorescéine) est limitée par des phénomènes parasites qui augmentent le

bruit de fond. Il peut s'agir de la fluorescence parasite de certains composés

endogènes (bilirubine, porphyrine), de phénomènes de dispersion de la

lumière ou d'affaiblissement de la fluorescence (quenching). La spécificité

de la détection peut être améliorée par la sélection d'une longueur d'onde

d'émission élevée et par la lecture retardée de la fluorescence (fluorescence

impulsionnelle à temps résolu) [HEMMILA et coll., (1988)]. La sélection en

fonction du temps est devenue possible grâce à l'utilisation de certains

fluorophores à temps de déclin de fluorescence élevé (chélates de

lanthanides: europium, terbium, samarium) [BADOR et coll (1987); GOSLING

(1990)].

Deux types de chimiluminescence sont utilisées selon que la réaction

est ou non catalysée par une enzyme : bioluminescence et

chimiluminescence. Les principaux marqueurs chimiluminescents sont le

luminol et les esters d'acridinium. Parmi les systèmes bioluminescents, le

plus utilisé est le système lucüérine-Iuciférase. La principale qualité de ces

marqueurs est la très grande spécificité de leur signal mais ils posent

souvent un problème de reproductibilité dans la détection de leur émission
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en raison de la variation de l'intensité lumineuse au cours de la réaction

chimique.

- Autres marqueurs

Les bactériophages t les marqueurs de spin et les marqueurs

métalliques existent mais ne sont pas entrées dans la pratique quotidienne

[SCHALL et TENOSO (1981)].
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II. TRAVAUX PERSONNELS

Le dosage des molécules d'intérêt biologique et thérapeutique s'avère

important dans le diagnostic de certaines pathologies, les études

pharmacocinétiques et toxicologiques ainsi que dans le suivi thérapeutique

de nombreux médicaments.

Les méthodes analytiques courantes, telles que la chromatographie

liquide et gazeuse, sont malgré tout concurrencées par les méthodes

immunologiques qui présentent deux qualités intrinsèques: sensibilité et

sélectivité. De plus, elles sont en général plus rapides et plus faciles à

mettre en oeuvre pour le dosage d'une grande série d'échantillons.

Parmi les méthodes immunologiques, la radioimmunologie basée sur

l'utilisation d'un traceur radioactif a longtemps prédominé en raison de sa

limite de sensibilité très basse et des qualités du signal (insensibilité aux

modifications physicochimiques du milieu, absence d'interférences

radioactives dans les échantillons biologiques). Malgré ses avantages, les

inconvénients de la radioimmunologie liés principalement à la

manipulation de radioisotopes ont favorisé le développement des méthodes

non isotopiques et la recherche de nouveaux modes de greffage. Ainsi, les

traceurs enzymatiques et luminescents ont connu une très large expansion.

Cependant, la plupart des techniques de marquage des anticorps ou

d'antigène, basées sur la formation de liaison covalente entre le marqueur

et l'anticorps, comportent une modification des chaînes secondaires des

acides aminés présents dans ces molécules.

Dans le cas particulier des anticorps, cette modification intervient au

niveau des restes de tyrosine, le groupement t-aminé de lysines, le

groupement carboxylique des acides aspartique et glutamique, et les

groupements sulfydryles générés par réduction des restes cystines. Un
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facteur commun à toutes ces approches est le manque de spécificité de ces

réactions dans lesquelles le marqueur ne peut être dirigé sur un acide aminé

spécifique à un site particulier de l'anticorps. Il en résulte un marquage

assez hétérogène et par conséquent une diminution ou une perte complète

de l'activité immunologique (affinité de l'anticorps vis à vis de l'antigène).

Ainsi, le fait que les immunoglobulines soient des glycoprotéines et

qu'il existe des méthodes spécifiques de modification des oligosaccharides

présents dans les glycoprotéines, il est possible d'obtenir des anticorps

marqués dont les sites actifs ne sont pas affectés et dont l'activité

immunologique est par conséquent conservée.

L'oxydation des oligosaccharides présents au niveau du fragment Fc

de l'immunoglobuline, en aldéhydes, par le periodate de sodium, constitue

la méthode la plus utilisée. Dans des conditions douces, le periodate de

sodium oxyde les fonctions hydroxyles pour former des aldéhydes sans

affecter l'activité de l'anticorps. A pH 4 à 5, ces aldéhydes réagissent avec

les marqueurs à propriétés nucléophiles (amines ou hydrazides par

exemple) pour former des liaisons hydrazones reliant le marqueur à la

région Fc de l'immunoglobuline [OtSHANNESSY et coll., (l984)~

O'SHANNESSY et QUARLES (1985, 1987)~ WILCHEK et BAYER (1987)].

Au cours de notre travail, nous avons donc d'étudié le marquage des

anticorps de type IgG, par les luminarines hydrazides (luminarine 3, Il et

12), après oxydation par le periodate de sodium. Nous avons ensuite

envisagé les possibilités de dosage de l'hormone chorionique gonadotrope

humaine en utilisant une méthode par compétition.
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11·1 MATÉRIEL ET MÉTHODES

II·1·1 Réactifs et matériel

Tous les réactifs utilisés sont de qualité analytique.

*Le tampon acétate a été préparé selon la formule de Walpole

[TABLES SCIENTIAQUES CIBA GEIGY (1%2)] :

- solution A : 0,2 M d'acide acétique (12 gll)

- solution B : 0,2 M d'acétate de sodium (16,4 gll de CH3COONa ou 27,2 gll

de Cl-f:3COONa, 3H20).

Dans une fiole jaugée de 100 ml, introduire successivement 8,8 ml

de solution A, puis 41,2 ml de solution B et compléter le volume à 100 ml.

On obtient ainsi une solution tampon acétate à pH 5,4. Diluer cette dernière

au demi pour avoir une solution 100 mM.

*La gamma globuline bovine (Cohn fraction II) a été obtenue chez

SIGMA (St.Louis, MO, USA). Préparer une solution contenant

approximativement 2 à 2,5 mg de y-globuline bovine par millilitre de

tampon acétate (100 mM, pH 5,4). Dans ce travail, nous avons préparé des

solutions à 2,4 mg/ml soit 37,5 nmoles de y-globuline par tube.

*L'hormone chorionique gonadotrope (HCG CR 123; 100 Ilg) a été

fournie par l'institut Gustave Roussy (Villejuif, France).

*Les luminarines sont obtenues chez EUROBIO-SERATEC (Les Ulis,

France). Préparer une solution 2,5 x 10-2 M dans le DMSO.

*Periodate de sodium (JANSEN CHIMICA, Belgique); préparer une

solution 0,5 M soit 107 mg/ml d'eau.

*Glycérol (PROLABO, France); préparer une solution aqueuse 1,5 M

soit 138,14 mg/ml d'eau. Procéder systématiquement par pesée car le

glycérol est un solvant très visqueux (d = 1,26).
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*Les colonnes de purification des protéines sont de type colonne

PD-10 contenant du Sephadex 25-M gonflé dans de l'eau distillée

contenant 0,15 % de Kathon® CG comme conservateur (PHARMACIA,

St.Quentin Les Yvelines, France). Ces colonnes ont un volume et une

hauteur de 9,1 ml et 5 cm respectivement.

*Les mesures d'absorbance et de fluorescence ont été réalisées en

utilisant respectivement un spectrophotomètre uv-visible (SHIMADZU

Modèle UV-2100) et un spectrofluorimètre (PERKIN ELMER Modèle LS

50).

*Concentrateur d'échantillons cliniques de type Minicon™-B

(AMICON SARL, France).

*Gel de polyacrylamide (P AGE Polyacrylamide Gel

Electrophoresis).

*Mélange étalon de protéine de masse moléculaire connue (solution

LMW : Law Molecular Weight, de PHARMACIA) pour l'électrophorèse

contenant:

-la a-lactalbumine (PM = 14400)

- l'inhibiteur de la trypsine du soja (PM = 20100)

- l'anhydrase carbonique (PM = 30000)

- l'ovalbumine (PM = 43(00)

- l'albumine (PM = 67(00)

- la phosphorylase b (PM = 94000)

*Colorant au Bleu de Coomasie composé de 0,1 % de Phast GelM

Blue R (PHARMACIA, St.Quentin enYvelines, France) en solution aqueuse

contenant 30% de méthanol et 10% d'acide acétique. Pour préparer ce

colorant, dissoudre 1 tablette de Phast GelM Blue R dans 80 ml d'eau

distillée et agiter pendant 5 à 10 min environ. Ajouter 120 IIÙ de méthanol

et mélanger pendant 2 à 3 min. Cette solution est à 0,2% (solution mère).
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Cette solution est stable pendant 3 semaines à 4°C. Mélanger une partie de

la solution mère préalablement filtrée avec une partie d'une solution

aqueuse d'acide acétique à 20% (solution fille à 0,1 %). Cette dernière

solution doit être préparée de façon extemporanée.

*Appareil automatique pour électrophorèse du type Phast System®

(PHARMACIA, St Quentin Les Yvelines, France).

*Silice normale (K 6F, Whatman).

*Tubes en plastique de 3 ml.

*Tampon phosphate (PBS : Phosphate Buffer Saline) 0,1 M pH 7,4.

*Sérum albumine bovine (BSA : Bovine Serum Albumine)

*Sérum albumine bovine 1% (rn/v) dans le tampon phosphate 0,1 M

pH 7,4 (PBS-BSA).

*Solution de polyéthylène glycol 6000 (PEG 6000) à 20% (rn/v)

dans le mélange PBS-BSA.

*Solution de sérum humain normal (NHS : Normal Human Serum) à

33% (rn/v) dans le mélange PBS-BSA.

*HCG marquée avec la luminarine 3 ('" 22,2 ~g/ml de tampon

phosphate pH 6,9).

*Anticorps FBT 10 ou anticorps anti-HCG (Institut Gustave Roussy,

Villejuif, France)

11·1·2 Méthodes

• Réaction de marquage etpurification des immunoglobulines marquées

1- Equilibrer la colonne PD-ID par 25 ml de tampon acétate 100 mM

(pH 5,4). Bien boucher la colonne par le bas et introduire 2,5 ml du même

tampon.

2- Dans un tube réactivial® (5 ml), introduire 2,5 ml de solution de

y-globuline. Ajouter 50 ~l de solution de periodate de sodium 0,5 M, ce qui
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correspond à 10 mM de periodate de sodium par tube. Bien boucher le

tube, l'incuber dans un bain de glace (OOe environ) à l'obscurité et sous

agitation magnétique pendant 30 min.

3- Eliminer l'excès du periodate par addition de 37,5 fl.l de solution

de glycérol 1,5 M, ce qui correspond à 15 mM de glycérol par tube. Le

periodate de sodium doit être éliminé rapidement pour éviter l'oxydation

de l'immunoglobuline elle même. Bien boucher le tube et laisser sous

agitation magnétique à température ambiante pendant 5 à 10 min environ.

4- Homogéneïser le mélange réactionnel par agitation, puis le passer

entièrement sur la colonne PD-ID préalablement équilibrée. Si le volume

de l'échantillon est inférieur à 2,5 ml, le compléter par du tampon acétate

100 mM (pH 5,4). En revanche, si le volume est supérieure à 2,5 ml,

procéder par des étapes successives de purification à raison de 2,5 ml par

étape. En effet, sur recommandation du fabricant de la colonne, les

meilleurs rendements et puretés sont obtenus avec les échantillons de faible

volume.

5- Laisser couler 2,5 ml et jeter l'éluat.

6- Eluer les composés à poids moléculaire supérieure à 5000 (lgG

par exemple) par 3,5 ml de tampon acétate 100 mM, pH 5,4. Récupérer la

totalité de cet éluat dans un tube à essai de 10 ml. Homogéneiser au vortex.

7- Ajouter la solution de luminarine hydrazide.

Différents rapports molaires (luminarine hydrazide/y-globuline) ont

été utilisés au cours de cette étude:

- rapport molaire théorique = 5; soit 7,5 ~l de solution de luminarine

hydrazide (187,5 nmoles) pour 37,5 nmoles de y-globuline.

- rapport molaire théorique = 10; soit 15 ~l de solution de luminarine

hydrazide (375 nmoles) pour 37,5 nmoles de y-globuline.
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- rapport molaire théorique = 20; soit 30 ~l de solution de luminarine

hydrazide (750 nmoles) pour 37,5 nmoles de y-globuline.

- rapport molaire = 40; soit 60 J.lI de solution de luminarine hydrazide

(1500 nmoles) pour 37,5 nmoles de y-globuline.

S- Homogénéïser au vortex, puis incuber à la température ambiante

et à l'obscurité pendant 120 min.

9- Purifier la y-globuline marquée en procédant de la même manière

comme décrit aux paragraphes 1, 4, 5 et 6.

10- Procéder aux différentes déterminations.

Pour le marquage de l'hormone chorionique gonadotrope (HCG CR

123), nous avons utilisé la lurninarine 3. Le protocole opératoire décrit ci

dessus a été utilisé avec quelques légères modifications:

- volume du milieu réactionnel (l ml)

- solution de periodate de sodium 0,5 M (20 ~l)

- solution de glycérol1,5 M (15 J.ll)

- solution de lurninarine 3 à 2,5 x 10- 2 M (20 J.lI) .

• Détermination du taux de greffage

La méthode utilisée s'inspire des travaux réalisés par GRIFFOUL et

coll., (1991).

Le taux de greffage des anticorps par la luminarine hydrazide est

déterminé par le rapport de leurs concentrations molaires, mesurées par

leur absorbance.

Taux de greffage = Concentration molaire en luminarine
Concentration molaire en protéine
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Dans le cas de la y-globuline bovine, une gamme d'étalonnage dans

le tampon acétate 100 mM (pH 5,4) est réalisée pour les concentrations

suivantes: 0; 0,5; 1; 2; 4 et 5 !lM. L'absorbance est mesurée à 280 nm. Le

coefficient d'absorption molaire est de 352790 ± 2,86% (l mole- 1 cm- 1).

Pour chacune des trois luminarines hydrazides étudiées (luminarine

3, Il et 12), une gamme d'étalonnage dans le tampon acétate 100 mM

(pH 5,4) comportant les points 0; 10; 20; 40; 60; 80 et 100 !lM est réalisée.

L'absorbance est mesurée à 280 nm et à la longueur d'onde correspondant

au maximum d'absorption de la luminarine hydrazide dans le tampon

acétate 100 mM, pH 5,4 :

- luminarine 3 (Aex =409 nm; I.em =501 nm)

- luminarine 11 (Àex = 399 nm; I.em = 482 nm)

- luminarine 12 (Àex = 404 nm; I.em = 510).

Pour la mesure de la concentration molaire en protéine et en

luminarine de l'immunoglobuline marquée, procéder à une dilution dans le

tampon acétate 100 mM (pH 5,4) pour avoir une concentration de l'ordre

de la micromolaire. Mesurer les absorbances de cette solution à A28a et à

Amax de la luminarine hydrazide fixée sur la protéine.

L'absorbance à Amax, comparée à la gamme d'étalonnage

correspondante, fournit la concentration de la luminarine hydrazide.

L'absorbance à A28a est d'abord corrigée pour tenir compte de

l'absorbance de la luminarine hydrazide à cette longueur d'onde. La

correction d'absorbance à A28a a été établie à partir du rapport des pentes

des deux gammes d'étalonnages de luminarine hydrazide mesurés à A280 et

Â.max (en nm) :

AÂ280 corrigée = AÂ280 lue - (BIB') X AÂmax lue

où
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AÂ280 corrigée: absorbance à À280 corrigée

AÀ'2i!IJ lue: absorbance à À280 lue au spectrophotomètre

AÀmax lue: absorbance à Âmax lue au spectrophotomètre

B : pente de la droite de régression de la solution de luminarine

hydrazide à À280

B~ : pente de la droite de régression de la solution de luminarine

hydrazide à Àmax

Dans le cas des trois luminarines hydrazides utilisées~ on obtient

respectivement:

AÂ280 corrigée =AÂ280 lue - 0,29 x AÂ4091ue (pour la y-globuline

marquée avec la luminarine 3)

AÂ280 corrigée =AÂ280 lue - 0,26 x AÂ399 lue (pour la y-globuline

marquée avec la luminarine 11)

AÂ280 corrigée =AÂ280 lue - 0,31 x AMo9lue (pour la y-globuline

marquée avec la luminarine 12)

En se rapportant à la courbe d~étalonnage de la protéine~

l'absorbance corrigée donne la concentration correspondante. Le taux de

greffage est calculé par le rapport de la concentration molaire en

1uminarine hydrazide sur la concentration molaire en protéine , comme

nous le soulignions précedemment.

• Méthode d'évaluation de l'hormone chorionique gonadotrope (BCG)

La méthode employée est une modification de la technique de

radioimmunoessais (RIA) utilisée pour doser l'HCG à l'Institut Gustave

Roussy (IGR). Le protocole opératoire est le suivant:

1 - Préparation des tubes
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préparer: 2 tubes contenant 100 1-11 de PBS-BSA (Bo = réaction non

spécifique)

2 tubes contenant 100 1-11 d'une dilution de l'anticorps FBT 10

dans le PBS-BSA (B =réaction spécifique)

2 tubes vides pour la détermination de l'activité totale (BT :

solution pure de l'antigène marqué)

2 - Dosage proprement dit

Dans chacun des tubes, ajouter 100 1-11 de la solution de HCG marqué

dilué dans le PBS-BSA pour contenir au maximum 100 I-1g de ce dernier.

Mélanger par agitation au vortex, incuber à 4°C pendant 18 heures. Ajouter

dans tous les tubes (excepté les tubes pour la détermination de l'activité

totale) 100 1-11 de NHS puis 1 ml de PEG 6000. Bien mélanger au vortex,

centrifuger à 3000 tours/min pendant 15 min et aspirer le surnageant qui

servira pour la mesure spectrofluorimétrique.

0-2 RESULTATS ET DISCUSSION

Initialement le but de cette étude a été essentiellement de présenter

une méthode de marquage des anticorps par les luminarines hydrazides.

Une des méthodes couramment utilisées pour analyser les

glycoprotéines et les polysaccharides emploit l'oxydation, par voie

chimique (periodate de sodium) ou enzymatique (galactose oxidase) des

sucres, suivie par la réaction des aldéhydes fonnés avec un marqueur

approprié possédant des propriétés nucléophiles (hydrazides, amines)

[O'SHANNESSY et coll., (1987); WILCHEK et BAYER (1987); BAYER et coll.,

(1988)].
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Dans la pratique, les marqueurs à groupement fonctionnel hydrazide

sont préférés aux marqueurs à groupement fonctionnel amine pour deux

raisons principales:

- les groupements amines primaires des restes de lysine (groupement f­

amino) présent dans la molécule d'Ig sont capables de réagir avec les

aldéhydes formés au niveau du fragment Fc après oxydation par le

periodate. Il en résulte une compétition entre le marqueur à fonction amine

et ces goupements amines primaires des restes de lysine.

- le groupement imine (base de Schiff), formé à la suite de la réaction entre

une amine et un aldéhyde, est instable et doit être réduit de préférence avec

le cyanoborohydrure de sodium, en amine secondaire plus stable.

Ainsi, l'utilisation des marqueurs à fonction amine peut avoir un

effet de suppression de l'activité biologique de l'anticorps. Une meilleure

façon de préserver cette activité biologique consiste donc à utiliser les

marqueurs à groupement fonctionnel hydrazide qui semble être plus

spécifiques que ceux à groupement fonctionnel amine [O'SHANNESSY et

coll., (1984); O'SHANNESSY et QUARLES (1985); O'SHANNESSY et QUARLES

(1987)].

Ceci pourrait s'expliquer d'une part, par les valeurs de pK plus

basses des hydrazides (pK::::: 3) comparées à celles des amines (pK::::: 9-10).

D'autre part, les amines et les hydrazides ne réagissent avec les aldéhydes

que lorsqu'ils ne sont pas sous la forme protonée; la grande différence des

valeurs de pK entre ces groupes de composés montre que la formation de

bases de Schiff entre les aldéhydes formés, après oxydation par le

periodate de l'IgG, et les groupements amines primaires des restes de lysine

de ces mêmes IgG ne peut avoir lieu en milieu acide. De plus, l'hydrazone

formée, comme produit de la réaction entre aldéhyde et hydrazide, est plus

stable.
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• Formation des aldéhydes par oxydation avec le periodaJe

L'oxydation des hydrates de carbone par le periodate de sodium est

une réaction qui dépend de plusieurs facteurs dont : la concentration de

l'oxydant, le pH, la température et le temps de réaction.

L'un des risques majeurs de l'oxydation des sucres des

glycoprotéines par le periodate est d'oxyder conjointement certains acides

aminés de la partie protéinique, particulièrement la cystéine, la cystine, la

méthionine, le tryptophane, la tyrosine et l'histidine. La sérine et la

thréonine peuvent également être oxydées lorsqu'elles sont placées en

position latérale des chaînes [O'SHANNESSY et QUARLES (1987)]. Toutefois,

les études sur les glycoprotéines s'accordent sur le fait que les acides

aminés sont moins sensibles à l'oxydation par le periodate lorsqu'ils sont

présents dans une chaîne peptidique.

Les conditions optimales retenues par la plupart des auteurs en vue

d'une application en routine sont:

- periodate de sodium 5-10 mM

- pH 5,5

- température O°C

- temps de réaction (30 min)

Dans ces conditions, l'oxydation des acides aminés, même si elle se

produit, reste minime. Quoiqu'il en soit le marquage des oligosaccharides,

du fragment Fe de l'immunoglobuline, n'a pas d'effet mesurable sur

l'affinité de l'anticorps pour l'antigène [O'SHANNESSY et coll., (1984);

O'SHANNESSY et QUARLES (1985); O'SHANNESSY et QUARLES (1987)].

C'est donc ces conditions que nous avons utilisées au cours de ce

travail.
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• Influence de l'excès de luminarine hydrazide

Pour chaque luminarine hydrazide, un essai a été réalisé avec la

y-globuline bovine, dans les conditions décrites ci-dessus, en présence de

différents excès molaire de luminarine hydrazide : 5, 10, 20 et 40. Les

résultats présentés dans l'annexe V-1 à V-3 (pages 344-346) montrent que

plus l'excès de luminarine hydrazide est important, plus grand est le taux

de greffage de la y-globuline. Toutefois cette relation n'est pas linéaire,

comme en témoigne le pourcentage de luminarine hydrazide fixé sur la y­

globuline. Ce dernier diminue en raison inverse de l'excès de luminarine

hydrazide.

D'une manière générale, le taux de greffage mesuré est légèrement

inférieur au taux théorique. Des taux de marquage pratiquement similaires

ont été déjà obtenus avec l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC :

Fluoresceïn Isothiocyanate) en utilisant une autre technique de marquage

[THE et FELTKAMP (1970)]. Avec un rapport molaire théorique

(FITC/protéine) de 2 et 24, des taux de marquage (de 1,3 et 7,3) et

pourcentage de mc liés aux protéines (de 70 et 30%) sont rapportés.

Quant à l'intensité de fluorescence de la y-globuline marquée, elle

n'augmente pas proportionnellement au taux de greffage mais tend plutôt

vers une limite.

Les résultats obtenus restent toutefois satisfaisants compte tenu de

l'usage auquel ils sont destinés.

• Purification de la y-globuline marquée par chromatographie

dlexclusion

Pour étudier la purification de la y-globuline marquée, une

expérience préliminaire a été réalisée à partir d'un excès de luminarine

hydrazide, par rapport à la y-globuline, égale à 40. Les différents éluats
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sont recueillis par fractions de 500 /-lI, et deux microlitres de chaque

fraction sont déposés sur une plaque de silice. La protéine marquée est

alors visualisée à 254 nm et à 366 nm. Il en résulte que quelque soit la

luminarine hydrazide utilisée, la y-globuline marquée se retrouve

concentrée dans les fractions 6, 7 et 8. La première fraction contient

probablement de la y-globuline non ou faiblement marquée par les

luminarines hydrazides. A partir de la deuxième fraction, on observe une

augmentation de l'intensité du dépôt et ceci de façon croissante jusqu'à la

huitième fraction. Puis, cette intensité diminue jusqu'à la douzième et

dernière fraction. Ceci nous amène à supposer que les molécules de y­

globuline ne sont pas marquées au même degré. C'est pourquoi, nous avons

préféré effectuer les différentes déterminations sur la totalité des fractions.

Ainsi, les taux de greffage obtenus représentent un taux moyen de greffage.

L'emploi des colonnes d'extraction du type Sephadex 25-M, pour la

purification de la y-globuline oxydée et marquée respectivement par le

periodate de sodium et les luminarines hydrazides, montre que ce taux de

recouvrement est fonction du taux de greffage. Les faibles taux de greffage

donnent lieu au plus haut taux de recouvrement.

• Conclusion

L'ensemble de ces travaux permet d'envisager le marquage d'un

anticorps monoclonal. La spécificité de la réaction de marquage de la

protéine, ainsi que la qualité de la purification et la mobilité

électrophorétique de la protéine marquée ont été confirmées (Figures 28 à

33).

Il apparait clairement sur ces figures que:

- le spectre de la luminarine 3 comporte un maximum à 409 nm (Figure 28)
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- le spectre d'absorption de la y-globuline ne présente pas de bande à

409 Dm (Figure 29)

- le spectre de la y-globuline non oxydée par le periodate de sodium mais

après ajout de luminarine 3 ne présente pas de bande correspondant au

maximum de la luminarine 3 à 409 Dm (Figure 30)

- le spectre de la y-globuline oxydée par le periodate de sodium après ajout

de la luminarine 3, en excès de 10 (Figure 31) et de 40 (Figure 32) présente

un maximum à 406 et 405 Dm respectivement.

Ceci prouve qu'il faut que la partie glucidique de l'immunoglobuline

(fraction FC) soit oxydée pour que la luminarine se fixe dessus.

Enfin le marquage ne modifie pas les caractéristiques de migration

de l'immunoglobuline en électrophorèse (Figure 33). On observe sur la

figure 33 que la masse moléculaire du témoin d'IgG n'est pas différente de

la masse moléculaire d'IgG après marquage. Par ailleurs, après marquage,

on observe par rapport au témoin une même bande homogène, ce qui laisse

suggèrer l'absence d'artéfacts entraînés par le marquage. Ceci peut être

intéressant pour l'application en immunoélectrophorèse.

Il reste cependant à étudier la stabilité de la protéine marquée ainsi

que l'hétérogénéité du taux de greffage par chromatographie liquide par

exemple, afin de parfaire la caractérisation de la protéine.

Cette méthode de marquage des immunoglobulines par les

luminarines hydrazides ouvre de nouvelles perspectives d'application pour

ces marqueurs, particulièrement en immunodosage et en détection par

immunofluorescence.
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Figure 28 : Spectre d'absorption de la luminarine 3 dans le

tampon acétate 100 mM, pH 5,4.

1= Â.409 nm

2= À254nm

3= À224nm
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tampon acétate 100 mM, pH 5,4.
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Figure 30 : Spectre d'absorption de la y -globuline, non oxydée

par le periodate de sodium, qu'on a fait réagir avec

la luminarine 3 en excès de 40, dans le tampon

acétate 100 mM, pH 5,4.

1= À,278nm

2= À,233 nm
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Figure 31 : Spectre d'absorption de la y -globuline, oxydée par le

periodate de sodium, qu'on a fait réagir avec la

luminarine 3 en excès de 10, dans le tampon acétate

100 mM, pH 5,4.

1= À406nm

2= À277nm

3= À231 nm
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Figure 32 : Spectre d'absorption de la y -globuline, oxydée par le

periodate de sodium, qu'on a fait réagir avec la

luminarine 3 en excès de 40, dans le tampon acétate

100 mM, pH 5,4.
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Figure 33 : Profil électrophorétique de la y -globuline bovine

marquée par la luminarine 3.

Conditions opératoires: électrophorèse native (sans

dénaturation par le dodécyl sulfate de sodium (SDS))

en gel de polyacrylamide (gradient de 10 à 15%)

pendant 30 min; dépôt de 4 J1I de la solution de

y -globuline bovine à 10 g/l; coloration au Bleu de

Coomasie (30 min).

1 =témoin y -globuline pure;

2 , 4, 5 et 6 =Y-globuline marquée respectivement

avec S, 10,20 et 40 fois plus de luminarine 3

3 = solution témoin pour électrophorèse

(a =a -lactalbumine; b = inhibiteur de la trypsine;

c = anhydrase carbonique; d = ovalbumine;

e =albumine; f =phosphorylase b).
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ll-3 ESSAIS DE DETERMINATION DE L'HORMONE CHORIONIQUE

GONADOTROPEHUNUUNE

L'hormone chorionique gonadotrope (HCG) est une hormone

glycoprotéique utilisée comme marqueur des tumeurs testiculaires et des

tumeurs placentaires (choriosarcomes).

Bien que d'autres hormones possèdent des glycosylations, le terme

d'hormones glycoprotéiques est appliquable exclusivement aux

gonadotrophines, d'origine hypophysaire ou placentaire, et aux hormones

pituitaires stimulant la thyroide. Ces hormones glycoprotéiques sont au

nombre de quatre : l'hormone chorionique gonadotrope ou HCG d'origine

placentaire, l'hormone lutéinisante ou HLH, l'hormone folliculotrope ou

HFSH et l'hormone thyréotrope ou HTSH, toutes les trois d'origine

hypophysaire.

L'honnone chorionique gonadotrope, comme les autres hormones

glycoprotéiques, est constituée de deux chaînes polypeptidiques ou sous­

unités, maintenues en étroite association par des liaisons non covalentes. A

l'intérieur d'une même espèce, la sous-unité a est commune aux quatre

glycoprotéines. Les sous-unités ~ sont spécifiques de chaque honnone et

diffèrent entre elles par leur séquence primaire tout en conservant

d'importantes analogies. Chaque sous-unité est glycosylée sur des résidus

spécifiques de la chaîne peptidique et fait l'objet de nombreux repliements

internes dus à l'abondance des ponts disulfures.

La réponse immunitaire dirigée contre l'HCG et les autres hormones

glycoprotéiques est étroitement associée au caractère dimérique de ces

molécules. En effet, les anticorps obtenus sont capables de reconnaître un

ou plusieurs épitopes présents sur l'une ou l'autre des sous unités ainsi que

sur l'hormone entière. De la même manière, l'immunisation avec une sous-
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unité conduira à la production d'anticorps reconnaissants la sous-unité liée

à l'autre sous-unité, mais aussi d'anticorps capables de se lier à la sous­

unité non combinée. Enfin, des anticorps capables de se lier uniquement au

dimère peuvent également être engendrés.

Depuis quelques années, l'équipe du laboratoire de Biologie Clinique

de l'Institut Gustave Roussy (IGR) s'attache à étudier la structure de la

sous-unité ~-HCG à l'aide de peptides synthétiques et d'études comparées

avec les sous-unités ~ des hormones glycoprotéiques de différentes

espèces. Ce travail a permis de mieux connaître la structure de cette

protéine et les liens existant avec la sous-unité a lors de son association

pour former l'hormone dimérique.

A la suite de nos travaux sur la marquage des anticorps de type IgG,

nous avons entrepris avec cette équipe des essais de marquage d'antigène,

en l'occurence de l'HCG en utilisant des quantités de l'ordre de celles

couramment utilisées en RIA. En effet la technique de RIA dévéloppée

dans ce laboratoire fait appel à des anticorps fixés sur des supports rigides

(billes). Cette technique est donc incompatible avec les dosages

spectrofluorimétriques classiques qui ne peuvent s'opérer qu'en solution.

Pour cette raison nous avons été obligés d'envisager une technique

indirecte de dosage de l'antigène RCG par spectrofluorimétrie. La lecture

au spectrofluorimètre n'a permis de détecter aucun signal correspondant à

l'HCG marqué. Ceci laisse supposer soit une absence de réaction de

marquage de l'RCG par la luminarine 3 (effet stérique), soit un manque de

sensibilité de la méthode de détection utilisée. De plus, dans tous les tubes

réactionnels, nous avons observé une bande de même intensité à 469 nrn

qui correspondrait plutôt à la bande de la diffusion Raman (Annexe V-4,

pages 347-348).
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En effet, dans les mesures de solutions à faibles concentrations, il

existe souvent une possibilité d'interférence due aux effets de diffusion. La

lumière diffusée par le solvant possède pour une partie la même longueur

d'onde que celle du faisceau d'excitation (diffusion Rayleigh, Tyndall), et

pour une autre partie une longueur d'onde différente (diffusion Raman).

En raison des interférences liées à la détection, ces résultats doivent

conduire à étudier tout d'abord la structure de l'HCG marqué, puis à trouver

les meilleures conditions de détection lorsque le marquage par la

1uminarine 3 aura été confirmée.
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Le point de départ de ce travail a été l'emploi des luminarines

hydrazides (1uminarine 3, Il et 12) comme réactif de dérivation précoloD?e

de composés possédant dans leur structure un groupement fonctionnel

carbonyle (aldéhyde ou cétone) en vue de leur analyse en chromatographie

liquide. Bien qu'il existe de nombreuses méthodes pour doser ces

composés dans différents milieux, la chromatographie liquide offre à la

fois simplicité et grande sélectivité, ce qui en fait une des méthodes les

mieux adaptées pour les analyses de routine.

Nous avons par la suite envisagé l'étude du marquage des

immunoglobulines (spécificité de la réaction de marquage, détermination

du taux de greffage, confirmation de la mobilité électrophorétique) et les

possibilités de dosage de l'hormone chorionique gonadotrope (RCG). Cette

étude apporte des renseignements précieux pour la mise en oeuvre du

marquage d'anticorps monoclonaux, ce qui ouvre de nouvelles

perspecptives d'utilisation des luminarines en immunologie

(immunodosage, immunofluorescence ...).

Nous inspirant de nos travaux sur les immunoglobulines, en

particulier l'étape d'oxydation des oligosaccharides, présents au niveau du

fragment Fc de l'immunoglobuline, en aldéhydes, par le periodate, nous

avons démontré les possibilités de dosage des nucléosides et nucléotides,

qu'ils soient de bases purique ou pyrimidinique, en chromatographie

liquide avec détection de fluorescence. Cette méthode est abordée à partir

de l'étape qui consiste à coupler les luminarines hydrazides aux

dialdéhydes issus de l'oxydation par le periodate.

En outre, ont été réalisées, l'identification, la confirmation de la

nature et la structure des dérivés hydrazones (aldéhydes et cétones) et

morpholino (nucléosides et nucléotides), ainsi que les produits

secondairement formés. L'identification des produits secondaires formés
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principalement par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de

masse (thermospray) a montré que ces composés sont issus de la réaction

d'hydrolyse, des dérivés formés et des réactifs, en milieu acide.

En chromatographie en phase liquide, les facteurs tels que la

sensibilité, la sélectivité et la spécificité de l'analyse ont été abordés et

améliorés en optimisant les paramètres de la dérivation précolonne. Les

conditions optimales de dérivation ont été appliquées à des aldéhydes et

cétones variés, nucléosides et nucléotides puis étendues à l'analyse du

5-hydroxyméthylfurfural (HMF) dans le jus d'orange concentré et

pasteurisé et à celle du rnalonaldéhyde (MDA) total dans le plasma. Enfin,

nous avons proposé les conditions permettant le dosage du malonaldéhyde

libre. Cette dernière méthode, qui permet la quantification du

malonaldéhyde de l'ordre de -7,0 ng/ml, peut être considérée comme un

modèle qui devrait avoir de nombreuses applications dans le domaine

biomédical.

L'ensemble des aldéhydes, cétones, nucléosides et nucléotides

étudiés présente des limites de quantités détectables de l'ordre de 28 à 1950

fmoles. Ces limites pourraient être améliorées soit :

- en procédant à un choix judicieux des solvants entrant dans la

composition de la phase mobile, comme nous l'avions démontré après une

étude spectrofluorimétrique des luminarines dans les solvants couramment

utilisés en chromatographie liquide.

- en utilisant le mode de détection par chimiluminescence.

- en remplaçant la source xénon par une source laser.

En effet, Le laser présente certaines propriétés qui permettent une

grande sensibilité et une bonne sélectivité [HULSHOFF et LINGEMAN (1985);

SEPANIAK (1985)] :
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- les lasers pulsés ont une grande puissance de crête de l'ordre de 1 MW, à

comparer aux sources usuelles continues de 150 W. Le signal de

fluorescence est évidemment augmenté, mais le bruit de fond également.

Cette grande puissance permet de sélectionner des longueurs d'onde

d'excitation et d'émission en dehors des valeurs optimales afin de gagner en

sélectivité tout en conservant une grande sensibilité.

- l'utilisation d'une excitation pulsée (avec des impulsions de 1

femtoseconde à 1 milliseconde) couplée à une détection opérant à la même

fréquence présente également deux avantages: les diffusions Rayleigh et

Raman coincident exactement avec la durée de l'impulsion, pratiquement

10 nanosecondes. Ainsi, un détecteur mesurant le signal pendant une

période bien ajustée ne prendra en compte que la fluorescence. D'autre

part, on peut distinguer des fluorophores dont la durée de vie à l'état excité

est différente, ce qui permet d'augmenter la sélectivité.

- le laser émet une lumière polarisée; les diffusions Rayleigh et Raman

étant elles aussi polarisées, une orientation convenable de l'optique avec un

filtre permet d'atténuer la contribution de la diffusion au bruit de fond.

- enfin, le laser fournit un faisceau de lumière extrêmement cohérent et

monochromatique, ce qui permet d'utiliser des fibres optiques pour le

conduire, et de le focaliser sur un volume extrêmement faible. Cela est

nécessaire pour travailler avec des colonnes capillaires utilisant des cellules

de mesure dont le volume mort est très réduit.

Ainsi, l'emploi simultané d'une source laser et d'un système de

mélangeur post-colonne approprié permettant l'ajout de solvants accepteurs

d'hydrogène (solvants basiques), semblerait particulièrement intéressant

pour l'analyse de molécules à fonction carbonyle se trouvant en faibles

quantités dans les milieux complexes.
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Les luminarines hydrazides peuvent aussi être envisagées pour les

études de détection des acides carboxyliques par chromatographie

en phase liquide dont le développement exige de plus en plus des

réactifs de dérivation pré-colonne, en milieu aqueux, constitués

de molécules douées de propriétés fluorescentes ou chimiluminescentes.

La réaction de dérivation pouvant être réalisée en milieu aqueux en

présence d'un agent de couplage hydrosoluble comme le l-éthyl-3-(3­

diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDe).

La luminarine 3 s'est révélée être le réactif de dérivation optimal

panni les trois luminarines hydrazides utilisées.

En perspective de développement en immunologie, bien que nous

ayons présenté dans ce mémoire les possibilités offertes par les luminarines

hydrazides pour le marquage des anticorps ou antigène, la mise au point

d'une nouvelle méthode immunologique de dosage nécessite le respect de

plusieurs étapes dont les principales sont: la production des anticorps, la

purification et la vérification de la stabilité et hétérogénéité des anticorps

marqués, la sélection d'une méthode de détection sensible et reproductible,

l'optimisation de la technique immunologique. Les prochaines études

devront tenir compte de tous ces aspects.

Les différentes méthodes proposées semblent prometteuses pour la

mise en oeuvre des dosages de routine dans les domaines de la biologie

clinique, biologie moléculaire, industrie alimentaire, industrie

pharmaceutique et environnement.
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1· Synthèse de la luminarine 3

* MéthodeA

• Synthèse de l'ester méthylique de l'acide guinolizinocoumarinyl

9-acétigue

Mélanger, 2,12 g (11,66 mmoies) 8-hydroxy julolidine avec 2,03 g (11,66

mmoles) d'ester méthylique 3-oxo glutarate et 1,71 g (12,57 mmoles) de chlorure de

zinc anhydre, dans 6 ml d'éthanol anhydre. Porter à reflux pendant 24 heures, sous

agitation, à l'abri de l'humidité. Refroidir, verser la solution dans 200 ml d'eau. Extraire

par 200 ml puis 100 ml d'acétate d'éthyle. Laver la phase organique à l'eau, déssécher

sur sulfate de magnésium anhydre puis évaporer à sec sous pression réduite. Le produit

est recristallisé dans 5 ml d'acétate d'éthyle. Rendement: 60%.

• Synthèse de la luminarine 3 par condensation de l'ester méthylique de

l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique avec l'hydrazine

Mélanger sous agitation, 5 g (15,97 mmoles) d'ester méthylique de l'acide

quinolizinocoumarinyl 9-acétique, avec 8 ml (80 mmoles) d'hydrate d'hydrazine dans

100 ml de méthanol pendant 4 heures. Recueillir le précipité formé par filtration, laver

par la ml de méthanol puis 10 ml de dichlorométhane. Déssécher sous vide.

Rendement: 77%.



291

* Méthode B

• Synthèse de l'ester éthylique de l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique

La synthèse se déroule exatement comme dans le cas de l'ester méthylique de

l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique, sauf que ici, on utilise 2,36 g (11,66 mmoles)

de 3-oxo glutarate d'éthyle. Le rendement est de 56%.

• Synthèse de l'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétigue

Hydrolyser 2 g (6,12 mmoles) de l'ester quinolizinocoumarinyl 9-acétique par

42 ml de solution aqueuse d'hydroxyde de sodium à 1,2% (rn/v) en présence de 40 ml

de méthanol pour assurer la dissolution, en 1 heure à 45°C, à l'abri de la lumière.

Laisser refroidir, extraire par 50 puis 40 ml de chloroforme. Acidifier la phase aqueuse

par 16 ml d'acide chlorhydrique 3 N. Laisser agiter pendant 15 minutes environ.

Ramener le pH à 6,5 par 13 ml d'hydroxyde de sodium 2,5 N. Filtrer le précipité jaune

formé, rincer à l'eau puis sécher. Rendement: 90%.

• Synthèse de la luminarine 1

Dissoudre 1 g (3,34 mmoles) d'acide quinolizinocoumarinyl 9-acétique dans

8,6 ml de diméthylformamide (DMF) préalablement desséché sur tamis moléculaire

3 Â. Ajouter 384 mg (3,34 mmoles) d'hydroxysuccinimide et 823 mg (3,96 mmoles) de

dicyclohexylcarbodiimide. Placer une garde de chlorure de calcium et agiter pendant 1

heure à O°C, puis 1 heure à température ambiante, à l'abri de la lumière. Filtrer afin

d'éliminer le précipité de dicyclohexylurée et laver avec 5 ml de DMF. Ajouter 35 ml

d'eau glacée sur les eaux mères. Il se forme un précipité jaune marron prenant en masse.

Filtrer et laver par 5 ml d'eau glacée, puis dessécher. Le produit est recristallisé dans 6

ml d'acétate d'éthyle. Rendement: 66%.
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• Synthèse de la luminarine 3 à partir de la luminarine 1

Dissoudre 1 g (2,53 mmoles) de luminarine 1 dans 2 ml (20 mmoles) d'hydrate

d'hydrazine à 50% minimum . Laisser agiter pendant 1 heure, puis diluer avec 4 ml

d'eau. Il se forme un précipité jaune. Agiter 1 heure de plus, puis filtrer et rincer le

précipité à l'eau. Rendement: 88%.

* Contrôles et identités

- CCM : silice C18 (KC 18F, Whatman)

phase éluante (EfOH/H20/NH40H, 75/25/5, v/v/v) :

Rf~ 0,80

- CCM: silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante Butanol-l/acide acétique/eau (60/20/20,

v/v/v) : Rf ~ 0,64

- SM (le) : m/z 314 (MH)+

- SM (lE) : m/z et (abondance relative en %)

313 (4,51); 282 (1,14); 255 (4,24); 254 (1,77);

226 (2,11); 224 (28,23); 143 (31,38); 111 (1,70);

99 (38,55); 83 (49,07); 70 (19,20); 57 (28,04);

56 (lOO,OO).

- RMN du 1H (DMSO D~ Ô PPfi:

9,28 (1H, s, H-3')

7,15 (lH, s, H-8)

5,90 (1H, s, H-10)

4,28 (2H, s, H-4')

3,47 (2H, s, H-1 ')

3,22 (4H, fi, H-3 et H-5)
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2,70 (4H, fi, H-1 et H-7)

1,87 (4H, fi, H-2 et H-6)

- RMN du 13C (DMSO D~ ô ppm :

167,3 (C-2') 107,3 (C-B)

160,7 (C-ll) 105,5 (C-12b)

150,9 (C-l2a) 49,1 et 48,5 (C-3 ou C-5)

150,5 (C-12e) 36,7 (C-1)

145,4 (C-9) 27,0 (C-7)

122,1 (C-S) 20,9 (C-6)

117,5 (C-A) 20,0 (C-2)

107,9 (C-10) 19,9 (C-1)

- Analyse élémentaire pour C17H1~303 :

%Caleulé : C 65,2 H 6,1

%Trouvé: C 65,1 H 6,1
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2· Synthèse de la luminarine 12

* Méthode

• Etape 1 : synthèse de l'ester monobenzyligue de l'acide

3,6,9-trioxaoctandioïque

Dissoudre, 88,9 g (400 mmoles) d'acide trioxaoctandioïque (préalablement

séché) et 10,8 g (100 mmoles) dialcool benzylique , dans 740 ml de dichlorométhane.

Ajouter en refroidissant 20,6 g (100 mmoles) de dicyclohexylcarbodiimide (DCCI) et

0,7 g de diméthyl amino pyridine (DMAP). Agiter 2 heures à la température ambiante,

filtrer le précipité formé (dicyclohexylurée), puis concentrer la phase organique sous

vide. Reprendre le résidu dans 400 ml de toluène. Eliminer le précipité formé

(formation de sous produit dicyclohexylurée). Laver la phase organique à l'acide

chlorhydrique, puis à l'eau et à une solution aqueuse diluée de bicarbonate de sodium.

L'ester monobenzylique de l'acide 3,6,9-trioxaoctandioïque passe dans la phase aqueuse

bicarbonatée. Acidifier cette dernière solution à pH 2,0, puis extraire par 3 fois 150 ml

de dichlorométhane. Evaporer la phase organique dichloroformique à sec et sous vide.

On obtient un liquide visqueux jaune. Rendement: 38%.

Ce produit à été contrôlé par CCM sur silice normale (K 6F, Whatman) en

utilisant comme phase éluante un mélange de: butanol-n/acide acétique/eau (60/20/20,

v/v/v). La révélation à été faite en UV 254 nm ou par pulvérisation de vapeur d'iode

(Rf:::: 0,55).

• Etape 2: synthèse de l'imidazolide de l'ester monobenzyligue de l'acide

3,6,9-trioxaoctandioïgue

Dissoudre 10 g (32 mmoles) de l'ester monobenzylique de l'acide 3,6,9­

trioxaoctandioïque dans 18 ml de dichlorométhane. Sécher sur tamis moléculaire.
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Filter, puis introduire lentement 5,71 g (35 mmoles) de carbonyl diimidazole. Laisser

agiter pendant 30 minutes.

• Etape 3 : synthèse de l'ester benzylique du 3,6,9-trioxaoctandioyl acétate

d'éthyle

Dissoudre 5,04 g (35 mmoles) d'acide de Meldrum dans 18 ml de

dichlorométhane anhydre. Laisser refroidir à 5°C et ajouter lentement 2,54 g (32

mmoles) de pyridine. Laisser agiter pendant 15 minutes, puis faire couler lentement la

solution d'imidazolide préalablement préparée. Laisser agiter 1 heure à froid (0-5°C),

puis 1 heure à température ambiante. Laver le milieu réactionnel avec 24 ml d'eau, puis

avec 25 ml d'acide chlorhydrique 2,5 N et 25 ml d'eau. Evaporer à sec, reprendre le

résidu dans 100 ml d'éthanol et porter au réflux durant 2 heures. Evaporer sous vide. On

obtient le produit sous forme d'un liquide sirupeux orange. Purifier le produit par

chromatographie sur colonne de silice (CH2C~rrHF, 90/10, v/v). Rendement: 39%.

Ce produit à été contrôlé par CCM sur silice normale K 6F Whatman

(CH2CL2/THF, 95/5, v/v). La révélation est faite sous lampe UV 254 nm ou par

pulvérisation de vapeur d'iode (Rf::: 0,40).

• Etape 4: synthèse de l'ester éthylique de la luminarine 12

Dissoudre successivement, 4,6 g (11,77 mmoles) de 3,6,9-trioxaoctandioyl

acétate d'éthyle (~cétoester), 2,14 g (11,77 mmoles) de 8-hydroxy julolidine, et 1,85 g

(13,60 mmoles) de chlorure de zinc, dans 13,5 ml d'éthanol. Portez au reflux durant 24

heures à l'abri de la lumière. Hydrolyser dans un mélange de 168 ml d'eau et 450 ml de

dichlorométhane. Séparer la phase organique, laver avec 2 fois 45 ml d'eau, puis sécher

et évaporer à sec. Purifier le résidu par chromatographie sur une colonne de silice

(CH2CL:2rrHF, 95/5, v/v). Rendement: 60%.

Ce produit a été contrôlé par CCM sur silice normale K 6F, Whatman

(CH
2

CL:2rrHF, 95/5, v/v), avec une révélation à l'UV 254 et 365 nms (Rf::: 0,35).
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• Etape 5: synthèse de la luminarine 12

Dissoudre 2 g (4,5 mmoles) de l'ester éthylique de la luminarine 12 dans 2,52 ml

(25,2 mmoles) d'hydrate d'hydrazine (50% minimum) et 40 ml d'isopropanoi. Agiter 24

heures à température ambiante, à l'abri de la lumière. Reprendre par un mélange de 40

ml d'eau et 40 ml de dichlorométhane. Séparer la phase organique et concentrer à sec.

Purifier successivement par chromatographie sur 2 colonnes de silice :

- colonne 1 (gradient CH2C~ pur puis CH2C~/MEOH, 95/5, v/v)

- colonne 2 (gradient CH2C~ puis CH2C~/MEOH, 98/2, v/v suivi de

CH2C~/MEOH,95/5, v/v).

On obtient un produit liquide jaunâtre qui est conservé en solution dans du

diméthylsulphoxyde (DMSO). Rendement: 35%.

* Con~ôksetüknntés

- CCM : silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante CH2CL2/MEOH (95/5, v/v) : Rf ~ 0,40

- SM (lC) : m/z 432 CMH)+

- SM (lE) : m/z et (abondance relative en %)

431 (39,42); 400 (1,73); 359 (5,11); 270 (45,99);

255 (100,00); 254 (40,15); 242 (43,07); 226 (33,58);

210 (2,92); 198 (10,95); 196 (10,22); 98 (2,92);

73 (10,22); 59 (10,22); 44 (8,03).
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3 - Synthèse de la luminarine Il

La synthèse se déroule exactement comme pour la luminarine 12, en

remplaçant l'acide 3,6,9-trioxaoctandioïque par l'acide adipique (58,5 g soit

400 mmoles). Les principales étapes sont:

- synthèse de l'ester monobenzylique de l'acide adipique.

- synthèse de l'imidazolide de l'adipate de benzyle.

- synthèse de l'ester benzylique de l'adipate d'éthyle.

- synthèse de l'ester éthylique de la luminarine 11.

- synthèse de la luminarine Il (Lu.11).

Il faut noter que la luminarine Il cristallise dans l'isopropanol. Il

convient alors de diluer le mélange avec un volume égale d'eau, puis filtrer

le précipité et le rincer à l'eau pour éliminer l'excès d'hydrate d'hydrazine.

Dissoudre dans un petit volume de dichlorométhane et purifier par

chromatographie sur colonne de silice (gradient : CH2CL2 pur suivi de

CH2CL2!THF, 90110, v/v). Rendement: 45%.

* Con"ôksetùkntités

- SM (IC) : mlz 356 (MH)+

- SM (lE) : mlz et (abondance relative en %)

355 (86,15); 324 (1,25); 296 (5,04); 282 (12,85);

268 (63,48); 255 (100,00); 254 (20,91); 242 (31,99);

240 (13,60); 227 (17,88); 226 (16,12).

- RMN du 1H (DMSO D6) Ô ppm :

8,94 (lH, H-6')

7,13 (lH, s, H-8)

5,82 (lH, s, H-10)



N Il,8

N Il,7

298

4,15 (2H, s, H-7')

3,22 (4H, In, H-3 et H-5)

2,70 (6H, fi, H-l, H-7 et H-1')

2,05 (2H, fi, H-4')

1,87 (4H, In, H-2 et H-6)

1,55 (4H, In, H-2' et H-3')

- RMN du 13C (DMSO D~ Ô ppm :

171,3 (C-5') 105,6 (C-12b)

160,8 (C-ll) 49,1 et 48,5 (C-3 ou C-5)

157,0 (C-l2a) 33,0 et 30,4 (C-1' ou C-4')

150,6 (C-l2c) 27,8 et 24,9 (C-2' ou C-3')

145,4 (C-9) 26,9 (C-7)

121,7 (C-8) 20,9 (C-6)

117,7 (C-A) 20,0 (C-2)

107,1 (C-B) 19,9 (C-l)

105,9 (C-10)

- Analyse élémentaire pour C2oH25N303 :

%Calculé: C 67,6 H 7,1

%Trouvé: C 67,5 H 7,1
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4 - Contrôles et identités des dérivés de luminarine 3, luminarine Il et

luminarine 12

Exceptés les dérivés de luminarine 3-malonaldéhyde,

-méthylmalonaldéhyde et -acroléine dont les méthodes de synthèse sont

décrites dans l'article 3, les autres dérivés dont nous décrivons les

caractéristiques spectrales et les temps de retention (voir Tableau ci­

dessous) ont été synthétisés comme suit:

Dans un tube à hémolyse de 5 ml, introduire 200 ~l de solution acide

sulfurique (0,1 M) contenant 100 nrnoles du produit à dériver, puis 10 ~

de solution de luminarine dans le DMSO (10-2 M) soit 100 nmoles de

luminarine. Mélanger et laisser en contact pendant 60 min (aldéhydes) ou

240 min (cétones) à l'abri de la lumière et à température ambiante. Extraire

par le dichlorométhane (1 ml). Evaporer à sec la phase organique.

Reprendre le résidu d'évaporation par 200 ~l de dichlorométhane. Diluer si

nécessaire avant de procéder à la chromatographie semi-préparative sur

colonne en silice vierge Nucléosil-5 ~m (250 x 4,6 mm) de la société

INTERCHIM, France.

Les phases mobiles utilisées sont décrites dans le tableau II de

l'article 2.

Dans le cas particulier de la réaction de l'acroléine avec la luminarine

3, il se forme un deuxième produit que nous avons appélé "acroléine

dimère". En effet, l'acroléine peut être engagée dans plusieurs types de

réactions en milieu aqueux dont la principale est la polymérisation

[CHAMPEIX et CATILINA (1%7)]. Cette réaction se manifeste spontanément

et s'accélère avec l'élévation de la température, l'action de la lumière, de

certains produits chimiques alcalins en tout premier lieu, acides, sels

métalliques activés. La réaction de fonnation de ce dimère est du type:
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Acroléine

+

Acroléine Dimère de l'acroléine

(adéhyde dihydropyranne)

La présence du pic moléculaire à rnlz = 408 (MH)+ en ionisation

chimique à l'ammoniac, ainsi que la CCM ont permis de confirmer

l'existence du dérivé luminarine 3 - acroléine dimère.

-CCM: silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante CH2CL2ffHF (60/40, v/v) : Rf:::: 0,60
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Luminarine 3 - malonaldéhyde

- CCM : silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante CH2CL2rrHF (60/40, v/v) : Rf::::; 0,45

- SM (IC) : m/z 368 (1v1H)+

- SM (lE) : m/z et (abondance relative en %)

367 (19,09); 349 (5,54); 282 (8,77); 281 (8,72);

256 (9,02); 255 (48,96); 254 (20,53); 227 (10,87);

226 (17,13); 68 (100,00); 67 (13,05); 44 (34,98).

- RMN du 1H (DMSO D~ Ô ppm:

7,27 (1H, t, H-5', JH-5', H-6'a et JH-5', H-6'b = 1,4 Hz)

7,05 (lH, s, H-8)

6,67 (1H, d, OH-7', JOH-7',H-7' = 5,7 Hz)

5,89 (1H, s, H-10)

5,77 (1H, ID, H-7', JH-7', H-6'b = 1,6 Hz, JH-7,

H-6'a =5,8 Hz, JH-7', üH-7' =5,7 Hz)

4,01 (2H, système AB, H-1', JAB = 15,5 Hz)

3,23 (4H, ID, H-3 et H-5)

3,11 (1H, qd, H-6'a, JH-6'a, H-6'b = -19,1 Hz)

2,68 (4H, ID, H-1 et H-7)

2,65 (1H, dt, H-6'b, JH-6'a, H-6'b, JH-6'b, H-5',

JH-6'b, H-7')

1,87 (4H, ID, H-2 et H-6)

- RMN du 13C (DMSO D~ Ô ppm:

166,3 (C-2') 107,4 (C-B)

160,7 (C-11) 105,5 (C-12b)

151,0 (C-l2a) 76,2 (C-7')

150,5 (C-12c) 49,1 et 48,5 (C-3 ou C-5)
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148,5 (C-5') 42,6 (C-6')

145,5 (C-9) 27,0 (C-7)

122,1 (C-8) 20,8 (C-6)

117,6 (C-A) 20,0 (C-2)

107,8 (C-10) 19,9 (C-1)

- Analyse élémentaire pour C2oH21N30 4 :

%Calculé: C 65,40 H 5,72

%Trouvé: C 65,41 H 5,81

N Il,44

N Il,40
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Luminarine 3 • méthylmalonaldéhyde

- CCM : silice nonnale (K 6F, Whatman)

phase éluante CH2CL2fTHF (60/40, v/v) : Rf::::; 0,69

- SM (lC) : m1z 382 (MH)+

- SM (lE) : m1z et (abondance relative en %)

381 (29,74); 363 (11,42); 282 (17,49); 281 (20,52);

256 (11,75); 255 (65,34); 254 (28,84); 227 (14,42);

226 (23,09); 82 (85,99); 81 (100,00); 57 (26,76);

56 (5,99); 55 (17,25); 54 (36,92); 44 (30,62); 43 (12,02).

- RMN du 1H (DMSO D~ Ô ppm :

diastéréoisomère majoritaire 70% (CH3 et H-7' du même côté)

7,26 (1H, d, H-5', JH-5', H-6' = 1,6 Hz)

7,01 (1H, s, H-8)

6,69 (1H, d, OH-7', J OH-7',H-7' = 5,7 Hz)

5,89 (1H, s, H-I0)

5,32 (IH, dd, H-7', JH-7', H-6' = 1,5 Hz)

4,01 (2H, m, H-l ')

3,23 (SR, m, H-3 et H-5 et H-6')

2,69 (4H, m, H-l et H-7)

1,87 (4H, m, H-2 et H-6)

1,03 (3H, d, CH3-6', JCH3-6', H-6' = 7,6 Hz)

diastéréoisomère minoritaire 30% (CH3 et OH du même côté)

7,13 (1H, d, H-5', JH-5', H-6' = 1,2 Hz)

6,87 (IH, s, H-8)

6,56 (1H, d, OH-7', JOH-7', H-7' = 6,2 Hz)

5,89 (IH, 5, H-I0)

5,64 (1H, dd, H-7', JH-7', H-6' =7,7 Hz)
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4,01 (2H, m, H-1')

3,23 (SR, m, H-3, H-5 et H-6')

2,69 (4H, m, H-1 et H-7)

1,87 (4H, fi, H-2 et H-6)

1,11 (3H, d, CH3-6', JCH3-6', H-6' = 7,6 Hz)

- RMN du 13C (DMSO D~ Ô ppm:

diastéréoisomère majoritaire 70% (CH3 et H-7' du même côté)

N 11,02

N 10,97%Trouvé: C 66,06 H 6,18

166,7 (C-2') 105,5 (C-12b)

160,6 (C-11) 82,8 (C-7')

153,0 (C-l2a) 49,3 (C-6')

151,0 (C-12c) 49,1 et 48,5 (C-3 ou C-5)

150,4 (C-5') 36,6 (C-1 ')

145,5 (C-9) 27,0 (C-7)

122,0 (C-8) 20,8 (C-6)

117,6 (C-A) 20,0 (C-2)

107,9 (C-10) 19,9 (C-1)

107,4 (C-B) 14,1 (C-6'-CH3)

- Analyse élémentaire pour C21H23N304:

%Calculé: C 66,14 H 6,04
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Luminarine 3 • acroléine

- CCM : silice nonnale (K 6F, Whatman)

phase éluante CH2CL2rrHF (60/40, v/v) : Rf:::: 0,74

- SM (lC) : mJz 352 (MH)+

- RMN du I H (DMSO D~ Ô ppm:

diastéréoîsomère majoritaire 64%

11,42 (lH, s, H-3')

7,71 (lH, d, H-5', JH-5', H-6' =9,4 Hz)

7,02 (lH, s, H-8')

6,45 (lH, m, H-6')

5,90 (lH, s, H-IO)

5,70 (2H, m, H-7')

3,97 (2H, m, H-l')

3,23 (4H, m, H-3 et H-5)

2,70 (4H, m, H-l et H-7)

1,89 (4H, m, H-2 et H-6)

1,87 (4H, m, H-2 et H-6)

diastéréoisomère minoritaire 36%

II,49 (lH, s, H-3')

7,85 (lH, d, H-5', H-6' = 9,4 Hz)

7,12 (IH, s, H-8)

6,45 (IH, m, H-6')

5,94 (lH, s, H-IO)

5,70 (2H, m, H-7')

3,64 (2H, s, H-l ')

3,23 (4H, m, H-3 et H-5)

2,70 (4H, m, H-l et H-7)
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1,89 (4H,~ H-2 et H-6)

- RMN du 13C (DMSO D~ ô ppm :

diastéréoisomère majoritaire 64%

108,3 (C-10)

107,5 (C-B)

105,5 (C-12b)

49,0 et 48,6 (C-3 ou C-5)

35,1 (C-1')

27,0 (C-7)

20,8 (C-6)

20,0 (C-2)

19,9 (C-1)

170,1 (C-2')

160,6 (C-11)

151,1 (C-l2a)

150,8 (C-12c)

145,8 (C-5')

145,4 (C-9)

133,7 (C-6')

124,8 (C-7')

122,1 (C-8)

117,6 (C-A)

- Analyse élémentaire pour C2olf21N303 :

%Calculé : C 68,38 H 5,98

%Trouvé: C 68,30 H 6,Il

N Il,97

N 11,89
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Temps de rétention et caractéristiques spectrales des différents dérivés de
la luminarine 3

Dérivés cvb Ion moléculaire
(%) (MH)+

Luminarine 3 9,65 0,64 314
Dérivé luminarine 3 :

acroléine (minoritaire) 3,35 0,95
acroléine (majoritaire) 4,02 0,95 352

acroléine dimère 7,72 2,27 408
formaldéhyde 10,05 0,74 326

diacétyle 3,26 0,40 382
éthylacétœcétaldéhyde 4,83 0,28 426

furfural 3,69 0,19 392
hydroxyméthylfurfural 7;26 0,47 421

acide 17,42 1,74 300
acétaldéhyde 9,47 0,53 340

acétylacétone linéaire 3,39 0,12 396
acétylacétone cyclique 4,75 0,72 378

acétoacétaldéhyde 4,70 0,32 364

acétone 4,33 0,86 354

succinaldéhyde 4,80 0,21 364

acétoïne 10,10 1,03 384

malonaldéhyde 8;26 0,46 368

méthylmalonaldéhyde 4,42 0,23

(minoritaire) //4,87 0,32 382

méthylmalonaldéhyde ·3,54 0,37 442

(majoritaire) 3,44 0,17 428

benzylidène acétone 16,94 2,63

cinnamaldéhyde 17,79 1,16 397

glycéraldéhyde
acide acétoacétique

aTemps de rétention; bn = 6
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Temps de rétention et caractéristiques spectrales des différents dérivés de
la luminarine Il

Dérivés

Luminarine Il
Luminarine Il :

acétylacétone
malonaldéhyde

acide

tr CVa Ion moléculaire
(min) (%) (MH)+

7,56 0,36 356

8,80 1,86 420
12,94 1,18 410
17,75 1,36

ltfemps de rétention
bn =6

Luminarine 3 - cytidine

- CCM : silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante Butanoi-llacide acétique/eau (60/20/20,

v/v/v) : Rf ~ 0,48

- SM (FAB): m/z 555,2 (MH)+

Luminarine 3 - adénosine

- CCM: silice normale (K 6F, Whatman)

phase éluante Butanoi-llacide acétique/eau (60~0/20,
v/v/v) : Rf ~ 0,60

- SM (FAB): m/z 579,2 (MH)+
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ANNEXE II
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1· Mesure de rendements quantiques

Pour toutes les mesures éffectuées, nous avons utilisé un

spectrofluorimètre LS 50 luminometer (PERKIN-El.MER) dont la source

lumineuse est une lampe xenon. Chaque spectre est enregistré et stocké

dans un micro-ordinateur qui permet d'effectuer les corrections des

spectres. L'absorbance de toutes les solutions mesurées a été inférieure à

0,03. Chaque rendement quantique calculé l'a été suivant la relation

[PARKER et REES (1960)] :

(tP.tJs = Fs Eq Cq (0,55) / Fq Es Cs

<Pi =rendement quantique de fluorescence

F = surface corrigée de la bande de fluorescence exprimée en

unités arbitraires

E =coefficient d'absorption molaire (l mole-1 cm-1)

C =concentration molaire

q = substance de référence

s = substance dont le rendement quantique est à déterminer

La substance de référence utilisée a été le sulfate de quinine dans

l'acide sulfurique 0,05 M (epr = 0,546 ± 0,05). Les critéres de choix de cette

substance de référence ont été définies d'après DEMAS et CROSBY (1971),

dont les principaux sont : ") .

- une bonne stabilité en solution

- une faible susceptibilité aux effets d'inhibition de fluorescence dûs à

l'action de l'oxygène

- une indépendance maximale vis à vis des conditions d'excitation

- un faible recouvrement des spectres d'excitation et d'émission
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- un rendement quantique bien connu.

Une correction du rendement quantique a (té Sj' nématiquement

éffectuée, pour tenir compte de l'indice de réfraction différent des solvants

utilisés pour les luminarines et le sulfate de quinine, selon la formule:

(t/f)s corrigé = (tPi)s n2lsolvant)1 n2c/eau)

Les coefficients d'absorption molaire ont été déterminés à l'aide d'un

spectrophotomètre UV -visible spectrometer Model 2100 (SHIMADZU)

couplé à un enregistreur. Les différentes molécules étudiées ont été mises

en solution dans différents solvants, dont les concentrations étaient ajustées

pour que les absorbances mesurées sur un trajet optique de 1 cm soient

comprises entre 0,5 et 1,5 unités d'absorbance. Les différentes valeurs de E

l'ont été selon la formule:

E (l mole-1cm-1) = AbsorbancelConcentration molaire

Avant de procéder aux différentes mesures de rendements

quantiques, il nous a semblé nécessaire de vérifier le rendement quantique

de la solution de sulfate de quinine dans l'acide sulfurique 0,05 M, ceci

pour pallier d'éventuelles erreurs de mesure. Pour cela, deux solutions de .

sulfate de quinine ont été préparées: l'une dans l'acide sulfurique 0,05 M,

et l'autre dans le même acide 10 fois plus concentré (0,5 M). Le rendement

quantique du sulfate de quinine dans chacune des solutions a été mesuré

par rapport à l'autre considérée comme réference. Les résultats des

rendements quantiques et autres paramètres physiques mésurés ont été les

suivants:



312

- sulfate de quinine dans l'acide sulfurique 0,05 M

À.ex 347 nm; Àem 447 nm; Â.O-o 390 nm; E 1,29 1 mole- 1 cm- 1;

<I>f 0,521

- sulfate de quinine dans l'acide sulfurique 0,5 M

À.ex 347 nm; Àem 447 nm; Â.O-o 392 nm; E 1,241 mole- 1 cm- 1;

<I>f 0,581
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2 - Quelques propriétés physiques des solvants utilisés

T)b

Cyclohexane 1,423 0,90 2,02

Diisopropyléther 1,365 0,38 3,90

Chlorofonne 1,443 0,53 4,80

Acétate d'éthyle 1,370 0,43 6,00

Tétrahydrofurane 1,405 0,46 7,60

Dichlorométhane 1,421 0,41 8,90

Diméthylsulfoxyde 1,477 2,00 4,70

Diméthylformamide 1,428 0,80 36,70

Ethanol 1,359 1,08 24,60

Acétonitrile 1,341 0,34 37,5

Méthanol 1,326 0,54 32,7

Eau 1,333 0,89 80,00

alndice de réfraction à 25°C
bViscosité à 25°C
CConstante diélectrique
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ANNEXEm



1· Propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 dans différents solvants

SOLVANTS H S.F
M "'max e Àex Àem (cm-1) ~ via-vIf

U.V (Dm) (104 1mole-1cm-1) (Dm) (Dm) (cm-l)

CYCLOHEXANE 374 1,52 375 420 2868 0,20 1,06 2857
0,001

DISOPROPYLETHER 377 2,15 377 424 2862 0,20 1,50 2940
0,145

CHLOROFORME 403 2,83 394 450 2463 0,22 2,53 3158
0,185

~

ACETATE D'ETHYLE 382 2,58 387 444 2853 0,98 8,85 3317 ....
0,199

Ut

TETRAHYDROFURANE 383 2,71 388 443 2913 0,92 8,57 3200
0,209

DICHLOROMETHANE 399 3,06 399 456 2638 0,84 9,74 3133
0,218

DIMETHYLSULFOXYDE 396 2,46 394 464 2557 0,98 9,41 3829
0,260

DIMEfHYLFORMAMIDE 392 2,47 393 459 2818 0,75 6,56 3659
0,276

ETHANOL* 398 2,45 397 475 2854 0,70 6,00 4136
0,290

ACEfONITRILE 391 2,56 394 464 2863 0,74 6,61 3829
0,304

METHANOL 399 2,69 399 481 2429 0,60 6,65 4273
0,308
EAU 408 1,96 403 502 2316 0,45 3,81 4894
0,320

*Réabsorption de photons dans l'éthanol: E =3273 1mole-1 cm-1



2· Propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence de la luminarine Il dans différents solvants

SOLVANfS
Âmax. Âex Âem

H S.F
M E (cm-1) et>f vla-v'f

U.v (nm) (104 1mole-1cm-1) (nm) (nm) (cm-l)

CYCLOHEXANE 365 - 365 412 3045 - - 3125
0,001

DISOPROPYLETHER 368 3,05 368 416 2888 0,35 3,70 3135
0.145

CHLOROFORME 392 3,09 392 442 2518 0.32 3,93 2886
0,185

ACETATE D'ETHYLE 377 3,19 384 429 3012 0,98 10,37 2732 w......
0,199 0'1

TEfRAHYDRORJRANE 378 3,07 382 428 2869 0,98 10,47 2814
0,209

DICHLOROMETHANE 389 3,49 389 443 2416 0,98 14,17 3134
0,218

DIMETHYLSULFOXYDE 391 2,81 391 455 2706 0,98 10,17 3597
0,260

DIMEfHYLFORMAMIDE 388 2,82 388 450 2668 0,96 10,16 3551
0,276

ETHANOL* 395 3,06 394 468 2944 0,89 9,26 4013
0,290

ACETONITRILE 385 2,72 387 448 2756 0,93 9,17 3518
0,304

METHANOL 393 3,03 393 471 2937 0,82 8,45 4214
0,308
EAU 399 2,07 399 489 2736 0,67 5,06 4613
0,320

*Réabsorption de photons dans l'éthanol: E = 3320 1mole-1 cm-1



3· Propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 12 dans différents solvants

SOLVANTS H S.F
M Àmax E Àex Àem (cm-1) cj>f v'a-v'f

U.V (nm) (104 , mole-1cm-1) (nm) (nm) (cm-l)

--
CYCLOHEXANE

0,001
DISOPROPYLETHER 376 3,26 381 441 3524 0,34 3,15 3571

0,145
CHLOROFORME 394 3,15 390 458 2779 0,50 5,67 3807

0,185 w
ACETATE D'ETHYLE 380 2,70 384 451 2978 0,80 7,24 3869 ....

0,199
....,J

TETRAHYDROFURANE 381 2,80 382 451 3219 0,75 6,53 4005
0,209

DICHLOROMETHANE 391 3,33 393 459 2833 0,55 6,47 3659
0,218

DIMETHYLSULFOXYDE 392 2,82 392 474 2830 0,98 9,78 4413
0,260

DIMETHYLFORMAMIDE 389 2,56 392 474 2933 0,66 5,75 4413
0,276

ETHANOL* 395 2,50 393 490 2774 0,.54 4,87 5037
0,290

ACEfONITRILE 387 2,62 390 473 2911 0,59 5,30 4499
0,304

METHANOL 394 2,77 394 498 2781 0,47 4,68 5300
0,308
EAU 404 2,04 404 512 2009 0,27 2,74 5221
0,320

*Réabsorption de photons dans l'éthanol: E = 2000 1mole-1 cm-1



4· Propriétés spectrales d'absorbance et de fluorescence de la coumarine 102 dans différents solvants

SOLVANfS
Àex Àem

H S.F
M Àmax E (cm-1) cf>f -J'a-vIf

V.V (Dm) (104 1mole-1 cm-1) (Dm) (Dm) :~cm-l)

CYCLOHEXANE 363 2,78 363 409 3330 0,98 8,17 3098
0,001

DISOPROPYLErHER 366 2,69 366 418 3070 0,98 8,59 3399
0,145

CHLOROFORME 372 1,91 383 435 2725 0,72 5,05 3121
0,185

lNACEfATE D'ETHYLE 365 2,13 376 427 2820 0,66 4,99 _"P7 .-
0,199 00

TETRAHYDROFURANE 368 2,36 380 428 2844 0,82 6,82 2951
0,209

DICHLOROMETHANE 374 2,48 388 442 2909 0,98 8,35 H49
0,218

DIMETHYLSULFOXYDE 374 1,91 389 452 28.50 0,77 5,16 ..1583
0,260

DIMETHYLFORMAMIDE 372 1,94 384 447 2919 0,71 4,72 ;670
0,276

ErHANOL* 376 2,01 389 463 2723 0,72 5,32 4109
0,290

ACEfONITRILE 370 1,93 384 445 2687 0,74 5,31 _570
0,304

METHANOL 375 1,98 390 465 2821 0,65 4,56 "7136
0,308
EAU 386 - 386 475 3244 - - 4854
0,320

*Réabsorption de photons dans l'éthanol: E = 5203 1mole-1 cm-1



5· Autres propriétés d'absorbance de la C.I02 et des luminarines (Lu.3, Lu.ll et Lu.121

SOLVANTS Coumarine 102 Luminarine 3 Luminarine Il Luminarine 12
M

Âmax.1/q Â max2/€2 Âmax l/q Âmax2/€2 Âmax l /€1 Âmax2/€2 Âmaxl/€ 1 Âmax2 /€2

CYCLOHEXANE 211157,52 209/54,40 211150,92
0,001

DIISOPROPYLEfHER 236/3,36 226/15,46 224/28,75 226/6,73
0,145

CHLOROFORME 240/2,20 24012,24 24112,44 24112,56
0,185 I..ù

ACETATE D'ETHYLE 252/0,91 253/1,20 253/1,26 253/1,10 -\0
0,199

TEfRAHYDROFURANE 218/81,80 24013,38 219/72,56 210/167,80
0,209

DICHLOROMETHANE 229/23,76 230/4,78 229/26,46 231117,77
0,218

DIMETHYLSULFOXYDE 25910,87 260/1,21 259/1.19 26111.15
0,260

DIMEfHYLFORMAMIDE 268/0,59 267/0.83 26810,85 266/0,81
0,276

EfHANOL 201/100,20 252/1,29 209179,72 249/1,58 208/135,44 249/1,24 209174,68
0,290

ACEfONITRILE 197/221,20 197/333,13 2001205,40 197/445,20
0,304

METHANOL 205/100,80 25111,40 223/102,53 249/1,57 207/94,88 24911,37 210178,92
0,308
EAU 207/68,60 195/150,00 254/1,25 207/94,04 252/1,39 207/89,04 253/1,26 208175,36
0,320 193/118,13 1931131,04 192/121,36

Àmax est exprimée en nm. E = x 1041 mole-1 cm-1.



6 - Autres propriétés d'absorbance des dérivés Lu.3-MAD, Lu.3-MeMAD et Lu.3-acroléine

SOLVANTS Lu.3-MDA Lu.3-MeMDA Lu.3-acroleïne
M

À.max1/E1 À. max2/E2 À.max1/Q À.max2/E2 À.max 1/E 1 À.max2/E2

CYCLOHEXANE 213/10,25 209/583,73 263/4,42 209/588,55
0,001

DIISOPROPYLEfHER 223/68,55 240/4,49 264/4,20 240/4,85
0,145

CHLOROFORME 24113,87 24113,40 263/4,67 24113,67
0,185 w

ACETATE D'ETHYLE 253/1,71 252/1,49 262/4,22 N
0

0,199
TEfRAHYDROFURANE 2111583,74 240/4,27 264/3,99 24113,98

0,209
DICHLOROMETHANE 228/41,21 228139,70 262/5,38 228/38,67

0,218
DIMETHYLSULFOXYDE 259/1,70 260/1,52 268/4,07

0,260
DIMETHYLFORMAMIDE 266/1,28 26811,12 268/3,en

0,276
EfHANOL

0,290
ACEfONITRILE 198/204,37 len1379,52 26114,29 200/234,33

0,304
METHANOL 210/96,27 208/102,53 263/4,53 210/104,40

0,308
EAU 207/96,33 193/118,80 2071en,95 193/119,96 264/3,en 207/90,78
0,320 193/118,13

"'max est exprimée en nm. E = x 1041 mole-l cm-l,



7 - Influence du pourcentage d'acétonitrile dans la phase mobile (acétonitrile-tampon imidazole nitrate) sur les
propriétés d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 (Lu.3) et de ses dérivés luminarine 3· malonaldéhyde

[Lu.3-MDA), luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde (Lu.3-MeMDA) et luminarine 3· acroléine (Lu.3·ACRO)

ACETONITRILE (0 %)

Aex D. Stokes
Composés Âmax·UV E Âem H cIf S.F. (cm- I )

(Dm) (Dm) (Dm) (cm-I )

w
l.ll3 408 19368 408 503 2465 0,42 3,30 4629

tv....

l.ll3-tvIDA 406 22952 401 502 2326 0,39 3,85 4710

l...u3-MeMDA 408 18705 401 501 2470 0,45 3,41 4550

Lu.3-AŒO 408 19759 397 499 3265 0,50 3,03 4470

E =coefficient d'absorption molaire en litre mole-1 cm-1; H =largeur de la bande d'émission à mi-hauteur en cm-1;
«t>r =rendement quantique de fluorescence; S.F. =sensibilité de fluorescence E.<PflH



8 - Influence du pourcentage d'acétonitrile dans la phase mobile (acétonitrile-tampon imidazole nitrate) sur les
propriétés d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 (Lu.3) et de ses dérivés luminarine 3 - malonaldéhyde

(Lu.3-MDA), luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde (Lu.3-MeMDA) et luminarine 3 - acroléine (Lu.3-ACRO)Jsuite 1)

ACETONITRILE (30%)

Composés
Â.max UV Â.ex Â.em

H S.F. D. Stokes
e (cm-1) ljf (cm-1)

(nm) (nm) (nm)

w
Lu3 409 23886 409 497 2652 0,38 3,42 4359 N

N

1..J.J.3-MDA 408 28072 402 495 2520 0,39 4,34 4308

1..J.J.3-Mdv1DA 409 23313 402 496 2612 0,47 4,20 4289

Lu3-ACRO 409 25121 403 498 2525 0,38 3,78 4370

E=coefficient d'absorption molaire en litre mole-1 cm-1; H =largeur de la bande d'émission à mi-hauteur en cm-1;
<I>r =rendement quantique de fluorescence; S.F. =sensibilité de fluorescence E.ep,.IH



9 - Influence du pourcentage d'acétonitrile dans la phase mobile (acétonitrile-tampon imidazole nitrate) sur les
propriétés d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 (Lu.3) et de ses dérivés luminarine 3· malonaldéhyde

(Lu.3-MDA), luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde (Lu.3-MeMDA) et luminarine 3 - acroléine (Lu.3-ACR01.(suite 2)

ACETONITRILE (50%)

Composés E H cff S.F. D. Stokes
Â-max UV Â-ex Â-em (cm-l ) (cm-l )

(nm) (nm) (nm)

w
Lu3 405 24900 399 491 2777 0,71 6,37 4359 ~

L.n3-MDA 404 28682 399 491 2597 0,51 5,63 4308

Lu3-MeMDA 405 24413 399 490 2597 0,47 4,42 4289

Lu3-AŒO 404 24069 399 491 2824 0,67 5,71 4370

E =coefficient d'absorption molaire en litre mole-1 cm-1; H =largeur de la bande d'émission à mi-hauteur en cm-1 ;
<pr =rendement quantique de fluorescence; S.F. = sensibilité de fluorescence E.epf/H



10 - Influence du pourcentage d'acétonitrile dans la phase mobile (acétonitrile-tampon imidazole nitrate) sur les
propriétés d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 (Lu.3) et de ses dérivés luminarine 3 - malonaldéhyde

{Lu.3-MDA), luminariné3 - méthylmalonaldéhyde (Lu.3-MeMDA) et luminarine 3 - acroléine (Lu.3-ACRO) (suite 3)

ACEfONITRILE (70 %)

Composés
Amax UV Aex Aem

H (cm-1) S.F. D. Stokes
E cIf (cm-1)

(om) (Dm) (Dm)

w
Lu3 401 21145 399 485 2846 0,67 4,98 4319 ~

Lu3-MDA 400 28976 399 485 2640 D,51 5,60 4381

I..u3-MeMDA 400 25633 399 485 2688 0,46 4,39 4381

I..u3-AffiO 401 25422 399 487 2666 D,54 5,15 4404

E= coefficient d'absorption molaire en litre mole-1 cm-1 ~ H = largeur de la bande d'émission à mi-hauteur en cm- 1;
<I>r = rendement quantique de fluorescence; S.F. = sensibilité de fluorescence E.epr/H



Il - Influence du pourcentage d'acétonitrile dans la phase mobile (acétonitrile-tampon imidazole nitrate) sur les
propriétés d'absorbance et de fluorescence de la luminarine 3 (Lu.3) et de ses dérivés luminarine 3 - malonaldéhyde

(Lu.3-MDA), luminarine 3 - méthylmalonaldéhyde (Lu.3-MeMDA) et luminarine 3 - acroléine (Lu.3-ACRO) (suite 4)

ACETONITRILE (100%)

Composés H S.F. D. Stokes
Amax UV e Aex Aem (cm-1) etf (cm-1)

(nm) (nm) (nm)

w
Lu3 391 25512 391 462 2739 0,65 6,05 3963 N

V\

Lu3-tvIDA 391 32139 394 464 2670 0,71 8,55 4024

I..113-MeMDA 391 24548 393 462 2629 0,67 6,26 3930

I..113-ACRO 393 26687 394 466 2767 0,53 5,11 3986

E = coefficient d'absorption molaire en litre mole-1 cm-1; H = largeur de la bande d'émission à mi-hauteur en cm-1;
<I>r = rendement quantique de fluorescence; S.F. = sensibilité de fluorescence E.<Pf!H
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ANNEXE IV



1 - Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés carbonylés en CLHP
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; CL =chimiluminescence;
N.M =non mentionné; TRIS =tris (hydroxyméthyl) aminométhane.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

Dansyl hydrazine (DNS-H) Monosaccharides C-18 ou silice Acétonitri1e/eau A.... 10 pmoles ALPENFELS (1981)
greffée cyano

Silice vierge Ethanol/eaul A.... 3-20 pmoles TAKEDA et coll., (1982)
chloroforme

Sels biliaires C-18 Méthanol/tampon A.... N.M REID et BAKER (1983) w
phosphate N

-...]

Tétrahydrofuranel CL 2-4 fmoles I-DGASI-nDAmet col1.( 1990)
tampon imidazole

nitrate

Cétostéroides C-18 Acétonitrilel CL 100 pg/ml KOZIOL et coll.( 1984)
tampon TRIS

C-18 Acétonitrilel A.... N.M WEINBERGER et coll.(I984)
tampon TRIS

C-18 Acétonitrile ou A.... 1 pmole IMAI et coll.(1989a; 1989b)
méthanol, acétone,

dioxane,
tétrahydrofuranel
tampon imidazole

nitrate



2· Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré.colonne des composés carbonylés en CLHP (suite 1)
F~_=fluorescence; UV =ultraviolet; CL =chimiluminescence;
N.M =non mentionné; TRIS =tris (hydroxyméthyl) aminométhane.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

Dansyl hydrazine (DNS-H) Acides abscisique C-18 Acétonitrilel FL 5 pmoles ANDERSON (1985; 1986)
et jasmonique tampon phosphate

Adéhydes, cétones C-18 Acétonitri le/eau A.JCI < Ippb NONDEK et coll.(I991)
aliphatiques
aromatiques

w
~

Josamycine et roki- C-18 Acétonitrilel FL 20 ng/ml TOO et coll.(1992)
tamicine tampon acétate

2,4-Dinitrophénylhydrazine Aldéhydes, cétones C-18 Acétonitrile/eau UV N.M SEUM (1977)
(DNPH) aliphatiques saturés 336nm

C-18 Acétonitrile/eau UV 1 ppm DEMKO (1979)
340nm

Aldéhydes C-18 Méthanol/eau UV N.M VARGA-PUCHONY
aliphatiques saturés 360nm et coll.(1980)

et insaturés

C-18 Méthanol/eau UV 1-6ng RJNG et GROSJEAN (1981)
-=: 340nm



3 - Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés carbonylés en CLHP (suite 2)
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; CL =chimiluminescence;
N.M =non mentionné; TRIS = tris (hydroxyméthyl) aminométhane.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

2,4-Di ni trophénylhydrazine Aldéhydes C-18 Acétoni trile/eaul UV 1 ppb REINDL et STAN (1982)
(DNPH) aliphatiques saturés tétrahydrofurane 360nm

et insaturés

Sels biliaires C-18 Méthanol/tampon UV 20 pmoles REID et BAKER (1983)
phosphate 340nm w

~

7-hydrazino-4-nitrobenzo-2- Aldéhydes, cétones C-S Acétoni tri1e/eau A... 200 ng/ml GüBnz et WINfERSTEIGER
oxa-l ,3-diazole (NBD-H) variés (1984)

Silice vierge Benzène! A... 200 ng/ml GüBnz et WINfERSTEIGER
chloroforme (1984)

4-Aminosulphonyl-7- Aldéhydes, cétones C-18 Acétonitrile/eaul PL 35-2690 UZU et col1.( 1990)
hydrazino-2, 1,3- variés acide fmoles

benzoxadiazole (ABD-H) trinuoroacétique
35-2690 UZU et coll.( 1990)

4-(N,N-diméthylamino- Aldéhydes, cétones C-18 Acétoni trile/eaul A... fmoles
sulphonyl)-7-hydrazino- variés acide

2, l ,3-benzoxadiazole trinuoroacétique
(DBD-H)



4· Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés carbonylés en CLHP (suite 3)
~=fluorescence; UV =ultraviolet; CL =chimiluminescence;
N;M =non mentionné; TRIS = tris (hydroxyméthyl) aminométhane.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

4-hydrazino-7-ni tro-2,1,3 - Aldéhydes, cétones C-18 Acétonitrile/eaul FI.. 35-2690 UZU et coll.(l990)
benzoxadiazole hydrazine variés acide fmoles

(NBD-H. NH2NH2) trifluoroacétique

Isonicotinylhydrazine (INH) Cétostéroides Silice vierge Hexane/méthanol UV 2,5 pmoles HORIKAWA et col1.( 1979)
254nm

w
w

Anthracène carboxylique Acides biliaires et C-18 Méthanol/tampon FL 50 fmoles GOTO et coI1.(1989) 0

acide hydrazides cétoacides phosphate

et

O-(Anthrylméthyl)hydroxyl- Silice-greffée Acétonitrilel FI.. 20 fmoles GOTO et coI1.(l989)
amines phenyle tampon phosphate

2-Diméthylaminobenzohy­
drazide (DMA-H)

Alkyl carboxyhydrazides
(Apmayl hydrazide)

Acides abscisique
et jasmonique

Aldéhydes, cétones
variés

C-18

C-18

Acétonitrilel
tampon phosphate

Acétonitrilel
tampon phosphate

FI..

FI..

5 pmoles

N.M

ANDERSON ( 1985)

ANDERSON (1986)
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5 - Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés carbonylés en CLHP (suite 4).
FL = fluorescence; UV = ultraviolet; CL = chimiluminescence;
N.M =non mentionné; TRIS =tris (hydroxyméthyl) aminométhane.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

Aryl sulfonylhydrnzides Aldéhydes, cétones C-18 Acétonitrilel FI.... N.M ANDERSON (1986)
(Darpsyl hydrazide et variés tampon phosphate

Dansyl hydrazide)

Aryl carboxyhydrazides Aldéhydes, cétones C-18 Acétoni tri leI FI.... N.M ANDERSON (1986) VJ

(Deccyl hydrazide, Dmayl variés tampon phosphate VJ.-.
hydrazide, Deayl hydrazide

et Diayl hydrazide)

1,2-Diamino-4,5-méthylène a-Cétoacides C-18 Méthanol! FI.... 4-440 NAKAMURA et coll.(l987)
dioxybenzène (DMB) acétoni trile/tampon fmoles

phosphate

1,2-Diamino-4,5- Acides N-acétyl- et
diméthoxybenzène (DDB) N-glycolylneura- C-18 Méthanoll FI.... 40 fmoles HARA et coll.(l986)

miniques acétonitrile/eau

4,5-Diaminophthalhydrazide a-Dicarbonyles C-18 Acétonitrilel CL 1,1-300 ISlllDA et coll.(l992)
(DPH) tampon acétate fmoles



6 - Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés dérivés des bases nucleïques en CLHP
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; TBAHS =tétrabutylammonium hydrogène sulfate.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

Bromoacétaldéhyde Adénosine! Polymères de Méthanol/tampon FL 1 fmole NISHIDATE et coll.( 1984)
Chioroacétaldéhyde nucléotides dérivés polystyrène citrate-phosphate-

Iodoacétaldéhyde (échange d'anions) chlorure de sodium

Chioroacétaldéhyde Adénosine! C-18 Tampon phosphate R.. 2-5 pmoles RAMOS-SALAZAR et HAINES

nucléotides dérivés contenant du (1985)
TBAHS ww

N

Adénosine! C-18 Méthanol/tampon FL 0,5-1 pmole LEVITr et coll.(1984)
nucléotides dérivés phosphate

Adénine Copolymères de Méthanol/tampon FL 0,5-1,7 SONOKI et coll.(l989)
adénosine vinyl alcool phosphate pmole

nucléotides dérivés (adsorption!perméa
tion de gel) UV 10-30

260nm pmoles

Adénosine C-18 Méthanol/tampon FL 200 fmoles ZHANG et coll.(I99l)
phosphate
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7 - Comparaison des différentes méthodes de dérivation pré-colonne des composés dérivés des bases nucleïques en CLHP
(suite 1)

FL =fluorescence; UV =ultraviolet; TBAHS =tétrabutylammonium hydrogène sulfate.

Réactif de dérivation Application Colonne Phase mobile Détection Limite de Référence
détection

4-Bromométhyl-7- Bases pyrimidini- C-18 Méthanol! FI... 50-100 pg YOSHIDA et HIROSE (1986)
méthoxycoumarine ques et nucléotides acétonitrile/eau

dérivés

5-Ruorouracile C-18 ou silice
greffée cyanopro­

pyl

Méthanol/eau FI... < 50 fmoles KINDBERG et coll.(1989)
li-)
li-)
li-)



8- Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL =Ouorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; SP =spectrophotométrie;
SF-= speetrofluorimétrie; SFS = spectroOuorimétrie synchrone.

1 - Méthodes spectrophotométriques et spectrofluorimétriques

Technique Milieu Réactif de déri vation Détection Limite de Linéarité Référence
détection

SP Aliments HCLetNaOH UV-visible :::: 2 nmoles 10-30 KWONet WATTS (1963)
245 et 267 nm nmoles/ml

Tissus Acide 2-thiobarbiturique UV-visible NM NM UCHlYAMA et MII-IARA (1978)
(TBA) 535 et 520 nm

ww
Tissus Acide 2-thiobarbiturique UV-visible 1 nmole NM OHKAWA et coll., (1979)

.f::o.

(TBA) 532nm

Huiles végétales Acide 2-thiobarbiturique UV-visible NM NM ASAKAWAet MATSHUIllTA
(TBA) 532nm (1980)

Mitochondries Acide 2-thiobarbiturique UV-visible NM NM SIU et DRAPER (1982)
(TBA) 532nm

SF Solution aqueuse Acide 2-thiobarbiturique FL NM NM SAWICKI et coll., (1963)
(TBA)

Plasma _ Acide 2-thiobarbiturique FL 0,1 nmole 0-1 nmole YAGI (1976)
(TBA)

Microsomes Chlorhydrate de méthylamine/ FL 5 nmoles 0-300 nmoles KIKUGAWAet coll., (1988)
Huiles de sardine acétaldéhyde

(Réaction de Hantzsch)



9· Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL = fluorescence; UV = ultraviolet; N.M = non mentionné; SP ~ spectrophotométrie;
SF = spectroDuorimétrie; SFS = spectrofluorimétrie synchrone.

1 . Méthodes spectrophotométriques et spectrofluorimétriques (suite)

Technique Milieu Réactif de dérivation Détection Limite de Linéarité Référence
détection

SF Plasma Acide 2-thiobarbiturique R.. 0.11 1-8 nmoles/ml RICHARD et coll.. (1992a)
(TBA) nmole/ml

VJ
VJ
VI

SFS Plasma Acide 1,3-diéthylthiobarbiturique R.. 5 pmoles NM CONI1 et coll .• (1991)
Sérum (DEfBA)



10 - Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; CL =chimiluminescence.

2- Méthodes chromatographiques

Technique

CLHP

Milieu

Urine

Réactif de dérivation et
conditions opératoires

2,4-Dinitrophénylhydrazine
(DNPH)

C-18
Acétonitrile/eau

Détection

UV 360 nm

Limite de
détection

NM

Linéarité

0,3-5,5 J,lmole

Référence

EKSTROM et coll., (l988b)

Sérum

2,4-Dinitrophénylhydrazine
(DNPH)

C-18
Acétonitrile/HCL

UV 310nm 10 ng/ml "18-1440 ng/ml KAWAI et coll., (1989)

w
W
0\

Solution aqueuse
Microsomes

Urine

2,4-Dinitrophénylhydrazine
(DNPH)

C-18
Acétonitrile/HCL

2,4-Dinitrophénylhydrazine
(DNPH)

C-18
Acétonitrile/eau

UV 310 nm

UV330nm

8,3-25
pmoles

50 pmoles

1-18 ~lg/ml

0,5-20
nmoles/ml

TOMITA et coll., (199Oc)

SHARA et coll., (1992)
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Il - Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL = fluorescence; UV = ultraviolet; N.M = non mentionné; CL = chimiluminescence.

2· Méthodes chromatographiques (suite 1)

Technique

CLHP

Milieu Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Solution aqueuse p-Nitrophénylhydrazine
C-18

Acétonitrile/isopropanol/tampon
phosphate

Détection

UV 315 nm

Limite de
détection

6 ng/ml

Linéarité

36-720 nglml

Référence

KAWAI et coll., (1990)

Microsomes
Huiles de sardine

Chlorhydrate de méthylaminel
acétaldéhyde

(Réaction de Hantzsch)
C-18

Méthanol/tampon phosphate

A.... 5 nmoles 0-300 nmoles KIKUGAWA et coll., (1988) ~
-...J

Plasma

Plasma
Sérum

Acide 1,3-diéthyl 2-thiobarbituri- A....
que (DETBA)

C-18
Acétoni trile/eau/éthanolamine

Acide 1,3-diphényl 2-thiobarbitu- UV-visible
rique (DPfBA) 537 nm

C-18
Acétonitrile/eau/chlorure de

sodium

2 pmoles 10-460 pmoles TIŒRASSE et LFMONIER (1987)

10 pmoles 50-500 pmoles NAKASI-llMA et coll., (1984 et
1985)



12· Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; CL =chimiluminescence;

TBABr = bromure de tétrabutylammonium.
2 - Méthodes chromatographiques (suite 2)

Technique

CLHP

Milieu

Cerveau

Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Acide l,3-diéthyl 2-thiobarbituri­
que (DETBA)

Acide 1,3-diphényI2-thiobarbitu­
rique (DPTBA)

C-18
Acétonitrile/tampon imidazole/

chlorure de sodium ou
Acétonitrile/tampon imidazole/

TBABr

Détection

CL

Limite de
détection

20-200
fmoles

Linéarité

.500-5000
fmoles

Référence

NAKASHIMA et coll., (1992)

VJ
VJ
00

Huiles végétales Dansyl hydrazine (DNSH)
Silice vierge

Hexane/dichlorométhane

Aliments Acide 2-thiobarbiturique (TBA)
C-18

Méthanol/eau

Aliments Acide 2-thiobarbiturique (TBA)
Tissus C-18

Méthanol/eau

FL 10 pg 0,01-0,1 ppm
(140 fmoles) 0,2-1 ppm

UV-visible 1 ng 1-32 ng
546nm

UV-visible NM NM
546nm

HIRAYAMA et coll., (1983)

BIRD et coll., (1983)

DRAPER et coll., (1984)
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FL =fluorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; CL = chimiluminescence;
TBAP =tétrabutylammonium phosphate.

2 • Méthodes chromatographiques (suite 3)

Technique Milieu Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Détection Limite de
détection

Linéarité Référence

CLHP Solution aqueuse Acide 2-thiobarbiturique (TBA) FL 10 fmoles
C-18 NM YU et coll., (1986)

Méthanol/tampon phosphate/ UV-visible 100 fmoles
TBAP 535 nm (barette

diode)

Plasma Acide 2-thiobarbiturique (TBA) UV-visible 0,15 1-4,86 WONG et coll., (1987) ()J
()J

C-18 532nm nmole/ml nmoles/ml \0

Méthanol/tampon phosphate

Sérum
Plasma

Acide 2-thiobarbiturique (TBA)
C-18

Méthanol/tampon phosphate

UV-visible
532nm

0,05
nmole/ml

(1,1 pmole)

0,1-15
nmole/ml

CARBONNEAU et coll., (1991)

Plasma Acide 2-thiobarbiturique (TBA) UV-visible NM 0,5-10 pmoles LEPAGEet coll., (1991)
Tissus C-18 532nm

Méthanol/eau
~

Plasma Acide 2-thiobarbiturique (TBA) UV-visible 2,5 pmoles 0,1-2 RICHARD et coll., (l992b)
Tissus C-18 532nm nmoles/ml

Méthanol/tampon phosphate 1-20 nmoles/ml



14· Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL = fluorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; CL = chimiluminescence;
TBAP = tétrabutylammonium phosphate; TRIS = tris (hydroxyméthyl) aminométhane;
TDABr = bromure de tétradecyltriméthylammonium; TBAU = hydroxyde de
tétrabutylammonium; MTABr = bromure de myristyltriméthylammonium.

2 - Méthodes chromatographiques (suite 4)

Technique Milieu Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Détection Limite de
détection

Linéarité Référence

CLHP Tissus Sans dérivation UV 267 nm 1 ng 1-18 ng CSALLANY et coll., (1984)
Oel-TSK 01000 PW
Tampon phosphate VJ

~

Microsomes Sans dérivation UV 270nm 5 pmoles 1-100 ESTERBAUER et coll., (1984)
Tissus Silice greffée amino nmoles/ml

Aliments Acétonitrile/tampon TRIS

Urines
Microsomes

Tissus

Sans dérivation
C-18

Acétonitrile/tampon phosphatel
MTABr

Sans dérivation
_: Spherogel TSK 1000 PW

Tampon phosphate

UV 267nm

UV267nm

5 pmoles 5-4000 pmoles

NM NM

BULL et MARNEIT (1985)

LEE et CSALLANY (1987)



15 - Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
FL =fluorescence; UV =ultraviolet; N.M =non mentionné; CL =chimiluminescence;

TBAP =tétrabutylammonium phosphate; TRIS =tris (hydroxyméthyl) aminométhane;
TDABr = bromure de tétradecyltriméthylammonium; TBAH = hydroxyde de
tétrabutylammonium; MTABr = bromure de myristyltriméthylammonium.

2 - Méthodes chromatographiques (suite 5)

Technique

CLHP

Milieu

Plasma

Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Sans dérivation
Carbohydrate

Acétonitrile/tampon TRIS

Détection

UV 267nm

Limite de
détection

0,48
nmolelml

Linéarité

1,5-11,8
nmoles/ml

Référence

LARGilLIERE et MELANCON
(1988) V.)

~.....

Plasma
Tissus

Tissus

Sans dérivation
C-18

Ethanol/tampon phosphate/
TDABr

Sans dérivation
C-18

Méthanol/tampon phosphate/
TBAH

UV 267 nm 5 pmoles 1-4 nmoles/ml

UV 266 nm 3,34 pmoles NM

BEHRENS etMADERE(1991)

LAZZARINO et coll., (1991)



16· Comparaison des différentes techniques de dosage du malonaldéhyde.
~CD=electron capture detector (détecteur à capture d'électron);
-TID =thermoionic detector (détecteur thermoionique) ou NPD (nitrogen phosphorus

detectors).
2 • Méthodes chromatographiques (suite 6)

Technique Milieu Réactif de dérivation et
conditions opératoires

Détection Limite de
détection

Linéarité Référence

CG Aliments N-Méthylhydrazine (N-MH) TIDouNPD 702,4 pg 8,78-87,8 Jlg UMANO et coll., (1988)
DB-WAX (9,8 pmoles)

w
~

Solution aqueuse 2-Hydrazinobenzothiazole (HBT) TIDouNPD 2,88 pg 0,1-2 BEUEAN-LEYMARIE et BRUNA
Urine OV-173% (0,04 pmole) nmoles/ml (1988)

1-1°nmoles/ml
10-100

nmoles/ml

Solution aqueuse
Urine

Solution aqueuse

PentaOuorophénylhydrazine
(PA'H)

OV-172%

N-Méthylhydrazine (N-MH)
- DB-WAX

ECD 2,2 pg
(0,03 pmole)

TID ou NPD 7,8 pg
(0,11 pmole)

0,0625-1
nmole/ml

NM

TOMITA et coll., (199Oa)

TAMURA et SIllBAMOTO (1991)



343

ANNEXE V
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1 - Influence de l'excès de luminarine 3 sur le taux de greffage de la

y -globuline bovine et le pourcentage de luminarine 3 fIXé sur la

y -globuline.

Excès de Lu3

(mole)

Cone. de Cone. de Taux de Intensité de Pourcentage

Lu.3 y-globuline greffage fluorescence de Lu.3

5

10

20

40

(,..M)

16,19

18,35

33,40

37,44

3,77

3,84

4,20

4,13

4,29

4,78

7,95

9,07

(U.A)

830

1070

1420

1530

(%)

85,80

47,80

39,75

22,68

apourcentage de Lu.3 fixé sur la y-globuline =(Taux de greffagelExcès de Lu.3) x 100
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2 - Influence de l'excès de luminarine Il sur le taux de greffage de la

y -globuline bovine et le pourcentage de luminarine Il fixé sur la

y -globuline.

Excès de Lu.11 Cone. de

(mole) Lu.l1

(~M)

Cone. de Taux de Intensité de Pourcentage

y-globuline greffage fluorescence de Lu. II

(U.A)

(%)

5

10

20

40

18,73

39,03

45,96

51,05

4,47

5,05

4,78

4,47

4,19

7,73

9,62

Il,42

1150

1760

1870

1910

83,80

77;30

48,1

28,55

apourcentage de Lu.l1 fixé sur la y-globuline = (Taux de greffagelExcès de Lu.11) x 100
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3 - Influence de l'excès de luminarine 12 sur le taux de greffage de la

y -globuline bovine et le pourcentage de luminarine 12 fixé sur la

y -globuline.

Excès de Lu. 12 Conc. de

(mole) Lu.12

(J.lM)

Conc. de y- Taux de Intensité de Pourcentage

globuline greffage fluorescence de Lu. 12

(J.lM) (V.A) fixé a

(%)

5

10

20

40

8,26

15,26

24,40

28,91

3,54

3,65

4,50

4,53

2,33

4,18

5,42

6,38

460

580

900

1010

46,60

41,80

27,10

15,95

apourcentage de Lu. 12 fixé sur la y-globuline =(Taux de greffagelExcès de Lu. 12) x 100
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4· Positions des pics Raman (nm), calculées pour quatre solvants usuels

et cinq longueurs d'ondes excitatrices d'une lampe à mercure

[ROUESSAC et ROUESSAC (1992)].

Excitation (nm) 254 313 365 405 436 écart (cm-1)

eau 278 350 416 469 511 3380

éthanol 274 344 405 459 500 2920

cyclohexane 274 344 408 458 499 2880

cWoroforme 275 346 410 461 502 3020

La diffusion Raman provient du transfert d'une partie de l'énergie de la

radiation excitatrice aux molécules de solvant sous forme d'énergie de

vibration. Elle se traduit par une série de bandes symétriques de part et d'autre

du pic de diffusion Rayleigh, dont l'intensité est plus forte pour les longueurs

d'onde supérieures à celle de la lumière incidente. Cette émission de lumière

est due au fait qu'une molécule peut changer de niveau de vibration ou de

rotation pendant le processus de diffusion Rayleigh et ainsi absorber une

partie de l'énergie du rayon incident. Si la fréquence d'excitation est v , la

molécule diffuse des fréquences v - va et v + VQ , où l'énergie hVQ

correspond à la transition entre deux niveaux de vibration-rotation. Bien que

cet effet soit de 100 à 1000 fois plus faible que la diffusion Rayleigh, il ne

peut être négligé, le solvant étant par nature en quantité abondante dans la

cellule. Pour chaque solvant, la différence d'énergie entre les photons
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absorbés et les photons réémis conserve une même valeur. Par exemple pour

l'eau, cette différence, exprimée pour des raisons de commodité en cm-l, est

de 3380 cm-1. Ainsi, avec une source excitatrice réglée à 31950 cm- 1

(313 nm), le pic Raman sera situé à 28570 cm-1 (350 nm). Lorsqu'on modifie

la longueur d'onde d'excitation, on déplace l'écart mesuré entre les positions

des pics Rayleigh et les raies Raman de diffusion (voir tableau ci-dessus).



TITRE

Development of some ü:;v" fluorescent cierivatizalion reagents, so called :

luminarins. Application to the high-performanee liquid chromatographie

deterrninations of carbonyls eompounds, nucleosides and nucleotides, and their

possible use in immunoassays.

SUMMARY

This work is, in a first step, a contribution to the synthesis and the study

of the photophysieal properties of sorne derivatization reagents eharaeterized by

a quinolizinoeoumarinic nucleus so ealled luminarins. In a second step, the

optimization of the reaction with luminarins has been established espeeially for

earbonyl compounds of biologieal and pharmaceutieal interest, as well as

nucleosides and nucleotides. Finally, the chromatographie separation of the

derivatized eompounds has been achieved.

Moreover the growing area of immunoassays prompted us to demonstrate

the interest of luminarins in the proteins labelling espeeially for

immunoglobulins G (IgG) via an oxidation step involving sodium periodate.

The respective performance of the proposed labelling was compared with that of

fluorescein. At last, the reaction between gonadotropie ehorionic hormon (GCH)

and luminarin hydrazide was envisaged.

In conclusion, the proposed developments look to be promising in the

different area of bioanalytical, food chemieals, environmental and

pharmaceutieals industries.

1



RESUME

N °l ., ct' '1 ' . , '.,.1. 1 ., ,otre traval a cons~stc une :)3.rt a syntllctl~,'~r et a etU:.Jler es prop:"! 'C;lr~s

spectrales d'absorbance et àe iluorescence des réactifs de dérivation possédant le
noyau quinolizinocoumarine, les "luminarines", d'autre part à déterminer les
conditions de leurs réactions avec certaines molécules, d'intérêt pharmaceutique
ou biologique possédant dans leur structure un groupement fonctionnel
carbonyle ainsi que les nucléosides et nucléotides et enfin à proposer un système
chromatographique permettant la séparation des dérivés ainsi formés.

De plus, le développement des dosages immunologiques nous a incité à
utiliser les propriétés de fluorescence des luminarines après greffage des

immunog~obulinesG. Les performances de marquage sont comparées à celle de
la fluoresceïne, réactif couramment utilisé pour le marquage des protéines. Nous
envisageons ensuite les possibilités de détection de l'hormone chorionique
gonadotrope (HCG), après réaction chimique avec une luminarine hydrazide.

Les différentes méthodes proposées sont prometteuses pour la mise en
oeuvre des dosages de routine dans les domaines de la biologie clinique,
biologie moléculaire, industrie alimentaire, industrie pharmaceutique et
environnement.

MOTSCLES

luminarines; fluorescence; chromatographie liquide; composés carbonylés;
aldéhydes; cétones; nucléosides; nucléotides; malonaldéhyde;

hydroxyméthylfurfural; immunoglobuline G; hormone chorionique
gonadotrope.
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