Université Cheikh Anta Diop Année 2004-2005
Faculté des Sciences et Techniques

Département de Chimie

Dakar, Sénégal

THESE DE CHIMIE-PHYSIQUE
Pour l'obtention du Dipléme de

DOCTEUR 3°™¢ CYCLE
Spécialité: Photochimie Analytique

Présentée et soutenue publiguement par

Monsieur Rabani ADAMQOU
i Le 10 décembre 2005

SUJET

Elaboration d’une nouvelle méthode de dosage spectrofluorimétrique de
'histamine dans les produits halieutiques a l'aide de la fluorescamine
comme sensibilisateur en solutions tensioactive i

JURY
NOM Prénom Qualité Organisme
M. TINE Alphonse Président UCAD-FST
M. NDIAYE Sérigne Amadou  Examinateur UCAD-FST
M. DIOP Abdoulaye Examinateur UCAD-FST
M. DIOP Cheikh Examinateur UCAD-ISE

M. COLY Atanasse Directeur UCAD-FST



REMERCIEMENTS

Co travai a 6te réalise aw Laboratoue de Photochumie et dMnalyse (LPA)
dw département de chimie de la faculté des Sciences et Techniques (FST) de
VUniversite Cheikhv Anta Diop (UCAD) de Dakar, souy o divection de Monsiewr
Atanausse COLY, Maitre de Conférences (UCAD) & quiv jexprime mav profonde
reconnaissance. Je lasswre de touwte ma gratitude pour la trésy grande
dusponirilite qu' il av eme v mow égawd tout au long de ce travail.

Par la méme occasion, je tieny a remercier profondément le Professewr
Alphovse TINE (UCAD) powr tant destimalles aviy et conseilsy quil waw prodigue
pendant toute lar durée de mes travaur et pour toul sow engagement pour la
bonne mowche duw Labovatoire de Photochimie et Analyse.

Mey remerciementy vont également o :

Movsiewr le Professewr Sévigne Amadow NDIAYE pour Vhonwnewr quw'il me
fait de juger ce travail et de pawvticiper v ce jury

Monsiewr Abdouwlaye DIOP Maitre de Conférences (UCAD) pour awoiv biew
voulw juger ce trovail.

Monsiewr Cheikhv DIOP, Maitre Agistant o UVInstitut desy Sciencey de
Vevwironwmement (ISE, UCAD) powr Vhownewr quwil me fait de juger wmow
trawvail.

Madame Diabow GAYE-SEYE Maitie de Conférences (UCAD) powr ses
conseilsy et powr VAnalyse de mes echantilony o VITODYS (Universite Paviy 7).

Monsiewr Bocow Fally Galledow Maitre de Conférences (UCAD) powr ses
commentaivey suwr le complexe histamine-flnorescamine.

Le Professews Joseph R. LAKOWICZ divectewr duw Center of Fluorescence
Spectroscopy (CFS) de UVécole de wmédecine de Baltimore (Université de
Mawyland, USA) et son Assistonte Melle Mary ROSENFELD powr lewr aide ew
docuwmentation tout aw long de ce travail et auwssii pour la formation ew
spectroscopie de fluorescence dont j'au profite gratuitement dany lewr centre o
Baltumore e 2003.

Le Professewr Adama SABA respovsable duw Laboratoive de Chimie Bio-
Organique et Phytochimie de VUFR dey Sciencesy Exactey et Appliquées de
Vlniversite de Ouagadougow powr sesy suggestions sur le mécanisme de la
formation duw complexe histamine-Auorescamine.



Je, tiensy o vewmercier Movsieuwr Mowssaw ELY powr UVanalyse de mes
echantilony av VITODYS (Université Paris 7).

Je . présente également wmes sincevey remevciemenly ouww oulovitéy
academigues de Vuniversite Cheikiv Antow DIOP de Dakoawr powr wavoiv facilité
ley conditions dinscriptiony et d'études.

Ma reconnaissance vaw aussic v towy mesy comorades de laboratoive (LPA),
o tous les evseignowndy et aw persovwnel tecdhwique et adminigtrodif dw
Département de Chimie (FST) powr w/avoir manifesté beauicoup de sympathie et
de compréhension.

Je remercic enfiny L'Agence Universitaire de la Francophovie (AUF) qui o
financee ce travaid a travery le projet JER N° 6018.



DEDICACES
Cetravail est dédié o titre posthume duv :

% Mes grands-parenty Fatouma Hoanabery Himow et Abdow
Sabey Hamani, je ne saurais oublier tousy ce que vous
avey fait powr mot et ley nombreux conseds que vous
woves donneés.

“ Mowpere, hélas trés t6t pawtt powr toujours.

Je dédie égolement cetravail ov :

¢ Mo mere;, une femme formidable qui o éte toujoury v noy

¢ Matante Mintow Seybow gui av été touwjours avec nous,

o Mes petity frévey el soewry (Bassivow, Halimatouw,
Hassiatow et Issa), monw nevew Fataouwlaye Amadow, mov
cowsine Katouwmi. A.Sirfl et mes autres parents.

o Toutes les personnes qui m/ont aide dansy mow parcours,
- La fomille Maagow Moha,

Lo fomille Himaw Bello,
- Lo Famille Siddo Mowmouni,
- Lafamille Ting,
- Llafomille Issow Mamadow,
Mow cousin Niondow Garba,
Mes oncles Souleymoane, Adawmow et Siddo,
Touwte persovune que je nwai pay citée ici et quir d'une
facon ow d'une autre w/ov soutenun dong mes études.

Je dédie enfinv ce traovail ov :

Tous mes enseignanty pas seulement pour le savoiv que vous
maves tronsmis mais ausst powr voy conseils. Cela wvaw permis
de teniv malgre les dures éprewves de lav vie, je vous remercie



GLOSSAIRE DES SIGLES 1 uttiutttnteintiueaerneentrantrerssiirsarteeaesranreeismenseroastseeessnens 8

GLOSSAIRE DES TERMES MATHEMATIQUES 4iviuiiniinitivuinisieenistieistiienessinsronsasansans 9
INTRODUCTION GENERALE ..ot i s e s cnaeas 10
i

LETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ...t n et anance 15
[.LA. PRINCIPE DE LA METHODE DE LA FLUORESCENCE ......c.coooiiiiiioeeeeeeeeseeveev e, 15
ILA.1. LA SPECTROSCOPIE DE FLUORESCENCE 11 eiuttveisireraneetronnesrocrasssrsnsssvnesrnnsenns 15
LA 1L, Excitation et émission de flUOTESCOINCE ...oooiviiviiiieiiiiiii e se e vieeiisa e e sressessevesens s teseens 15

1A 1.2, Facteurs affectant le signal de fluorescence.......ocoooooiiiiiiiiiic s 17
LA.1.5. Description quantique d’un fIUOrophOTe ... s 18
LATA AnalySe qUAantIEALIVE ..o ettt s eca s sss s e ane s are s 19

LA 1S, Choix de [a méthode TUOMMENIQUE ..ottt 20
[LA.2. LA METHODE DE DERIVATISATION .. ttiiutciiieernntneransersnnresrseanassernssssnsessnneeas 21
LA 2 1. Lo FIUOMESCAMIINEG ..ottt ee et seb et ve et res s bn e areessestessrserrensanns srasneans 22
LAZ2. LOPA et e NDA it e et et st e 24
LA23. Le chlorure de Dansyl et autres chlorures..........ooooiiiiii e 26
LAZ4 Les dérives NBD e e e es s s sab e e s 27
ILA.3. EFFETS DU SOLVANT SUR LA FLUORESCENCE «ovuvvsivianreniinincanntnetaesvinnreernans 28
LAJ L. Les différents types de SOIVANt. ..ot 28
LA3.2. Effet solvatochromique d un solvant. ..o 30
1LA.3.3. Effet hyperchrome et hypochrome du solvani ..o v 32
I.A.4. EFFET DES MICELLES SUR LA FLUORESCENCE .. iviiieivvrversninciscererssroracnennsssonns 33
LA AT, MOolECule 1enSIOACHIVE ..ottt ettt sre e e v e 33
LA.4.2. Structure des MICEHES i s 34
[.A.4.3. La concentration micellaire critique (CIMC)...o.oooo i 35
A4 EFFets MICCTIAIIES oottt es e etas s e e e e e e b s stes e sanbeeesbseesesseanssansssaasnneons 36

I.B. PRODUCTION ET MODE D’ACTION DHISTAMINE ... 38
I.B.1. PRODUCTION DE L'HISTAMINE tuauuiiriuiiiinieiinnsenscnearsanerionirnennmnesniimmesinis 38
[.B.2. MODE D'ACTION DE L'HISTAMINE ..i0uviriuiinininiiiiiininenesnensninisisrnnnnenes 39
[.B.3. LES METHODES DE DOSAGE DE L'HISTAMINE ...uviiiiiinninierininininsineinnnes 42
L1331, Méthodes de dosage MAIECIES. oottt certe s v ebe e e e see e 44
1.B.3.2. Les méthodes de dosage direct. ..o, e 48

1L TECHNIQUES EXPERIMENTALES L.t 52
LA PRODUITS UTILISES Lottt s s 52
TLLA 1. LES SOLVANTS Lttt ittt s ts v as et tea it sansess s i et tssinrsnanssns 52
ILA.1.1. Solvant polaire protique.............. e e e a e 52

TLA L2, SOIVANT GPTOTIQUE .. evrrtrreiieerm ittt aetb s s et saaes s s e e 52
I1.A.2. LES REACTIFS ANALYTIQUES 4viriviririteninrnineenenenessnsnaeasasesrssresnsnrnsnsnnes 52
I1.A.3. LES REACTIFS D EXTRACTION 11 truureearnnnnsrsinncnsecrsrissansrssssstsrsorsrsrscsarseee 52
IILA. 4. LES SURFACTANTS 1ututitininentensiriiaiaissstasrinratisssessiseteimmrentasienrennenns 53
[1LA.4.1. Propriétés des SUMfActants ........ccocioiiniieiiee e 53



II.B.1. SPECTRE UV-VISIBLE ttiuiiniiiiiiiiiit it eaeaes 54
I1.B.2. SPECTRE DE FLUORESCENCE tuuttttiiutttestvanntteeerssasnnnneenasssreannnssnisrernnnneens 54
II.B.3. SPECTRE INFRA ROUGE (IR) ..ttt i i e e ia e 54
[1.B.4. SPECTRE DE MASSE tttitirttetriresenresenneeeataeesansesesinneesraissssatoeessnnsennnrens 54
I1.B.5. EXTRACTION DE L'HISTAMINE....0uiuitiininiiiiiinirnieiiaetenieesietennensieasencnees 55
[1.B.6. TRAITEMENT DES RESULTATS 11t iutitiiiiiiiiiiiariiiiiaiianitcineiiiisassiasiasenenane 55
11.C. PROCEDURE EXPERIMENTALE ... 55
I1.C.1. PREPARATION DES SOLUTIONS 1vuvvuirtvtisienteieneeniesnsensensrnerneenernssnneenns 55
IT.C. 2. METHODES DE MESURE tiuttretettsinentteeannnreseesesnnmanneeseesssssansssssesennneeens 56
II.C.3. PROCEDURES D'EXTRACTION DE L'HISTAMINE .vuviviniiriniineniniineniniensnrienenens 57
L RESULTATS ET DISCUSSIONS .....o.oiooiiioeoeeeeeee oot 62
CHAPITRE HILA. LE DERIVE HISTAMINE-FLUORESCAMINE ..., 62
ITI.A. 1. REACTION DE CONDENSATION ..tuuttttterettenesenannnanneseesssrananenneerrannenmans 63
III.A.2. FACTEURS AFFECTANT LA REACTION DE CONDENSATION 4 1vuvnvunnninnnnsneneneesss 64
TILA2 T, L MITEU AQUEUX ettt ettt et 64
HELA2.2, Ordre d™ajout des réactifS ... ..o 65
I1.A.2.3. La concentration de 1a fIUOTreSCAMINE . ....ooiiiii it 67
ILA.2.3.1. Steechiométrie du complexe histamine-fluorescamine ..., 67
I11.A.2.3.2. Optimisation de la concentration de fa fluorescamine ..o, 68
ITI.A.3. ETUDE SPECTROSCOPIQUE DU COMPLEXE HISTAMINE-FLUORESCAMINE............ 70
IL.A3.1. Spectroscopie d abSOrprion UV-VIS ......cccooiiiiiiiiiiiriit it 70
HLA3. 1.1, Absorption uv-vis de Phistamine ........ccoocooooeioiiiiiiiiicee e 71
I1LA.3.1.2. Absorption uv-vis de la fluoreScamine ........c.ccooveivciriioieiinnccie e 71
11.A.3.1.3. Absorption uv-vis du complexe histamine-fluorescaming...........c.cooveveveveeroveeennen. 72
I1LA.3.2. Spectroscopic de TTUOTESCEICE .ottt 74
I1.A.3.3. Diagramme énergétique du dérivé fTuorophore.. ... 77
111.A.3.4, Spectroscopie infra Rouge (TR ). .o 78
I1LA3.4.1. Spectres IR de PPRISTANINE ..ooveiiic e 79
I11.A.3.4.2. Spectres IR de 1a fluorescaming. ... .coocvvveiiiiies e 81

LA 343, Le spectre IR du dérive Tuorophore ... 81
[11.A.3.5. Chromatographic en phase SazeUse ........cccceeiiviniiiiinceice et e 82
[1LA.3.6. SPECIrOMELIIE dE MASSE...co.virieiiiiiriiiirie et et et s sn e ne e 84
ILLA.3.6.1. Spectre de masse du pic @ 1,56 MIN ..oocoiiiiiiiiice e 84
II1.A.3.6.2. Spectre de masse du pic @ 2. 125 MIN oo 87
I11.A.3.6.3. Spectre de masse du pic @ 3,358 MiN ..o e 89
CHAPITRE HII.B. EFFETS DE SOLVANT ...ttt 93
II1.B.1. EFFET DE SOLVANTS SUR LES SPECTRES D'EXCITATION ET D’EMISSION ........... 94
II1.B.2. EFFET SOLVATOCHROMIQUE ET HYPERCHROMIQUE ... vviviiiniiieinnsinniiiararanannns 95
[.B.2.1. Effet SOIvATOChIOMIQUE .viviieiii it 95
I11.B.2.2. Effet hyper ou hypochromique........cccoccvvieiiiiiiiiii e 97
[11.B.2.2.1. Effet de I'indice de réfraction .......ccccooiiiiiiciiiiiiiie e 98
[11.B.2.2.2. Effet de la constante diélectrique € sur la fluorescence........coccvvcvnecinienicnnnnns 100



[11.B.2.2.3. Effet du moment dipolaire sur la fluorescence.........coooiiiiiiiiii 100

I111.B,3. INTERACTION SOLVANT=SENSIBILISATEUR tivititiatisinrerirsrnrecnrrenrranireninnes 102
111.8.4. EFFET DE L'IRRADIATION DE LA LAMPE EN XENON .t tsctiiirecrvreieriinrrrerninsses 103
II1.B.5. CALIBRATION POUR LE DOSAGE DE L'HISTAMINE .\ tuvtiiriiriieeiencrniainieennns 105
HILB.5.1. Calibration dans PPeaU.......oocivveriiieiiiir et n et e e eee et ar et vae e 105
111.B.5.2. Calibration dans Pacetonitrile ..o e 106
[11.B.5.3. Calibration dans Péthanol. ..ot e 106
II1.B.6. ANALYSE D/ ECHANTILLONS REEL S .ttt ttttrarnnnsnnnsneerennnnenneetearsieesreeceerniins 107
THLB.O. 1. SOIWANT CAU 1oeeiiitee oot e, 107
H1.B.6.2. Solvant aCtOnTtrile .. ..o ettt 108
HHLBLA.3. Solvant Sthanol ...ttt e 108
I11.B.7. PERFORMANCE ANALYTIQUE tiuttirtertterieeneninenneerinrerteereieerntaiasernrineiees 109
CHAPITRE 111.C. DOSAGE EN SOLUTIONS TENSIOACTIVES. ., 110
II1.C.1. DOSAGE EN SOLUTION MICELLAIRE AQUEUSE vttt viier et in i i 111
HLC.1.1. Effet du solvant micellaire sur les SPECIres ..ot Il
HI.C.1.2. Optimisation des conditions opératoIres .......c.ooviriiriiiiiion e 112
HI.C.1.2.1. Optimisation du pH en solution micellaire aqueuse.............ii 112
I11.C.1.2.2. La stabilité du complexe (Etude cinétique)..............oooooiioiiiiioiiiicee 113
DD e e 116
111.C.1.2.3. Effet de la concentration micellaire ..o, 116
IT11.C.1.2.3.1. Effet de la variation de la concentration de Brij-700......... 116
111.C.1.2.3.2. Effet de la concentration de SDS.....oiiii 17
I11.C.1.2.3.3. Effet de la concentration de CTAC ..., 118
111.C.1.2.4. Effet de la concentration de NaCl ...t 118
HILC.1.3. Courbes de Calibration . oo et 119
HLC. 13,1, Calibration dans IPeau ..o e, e, 119
[1L.C.1.3.2. Calibration dans e BRIJ-T00 .. e 120
[HL.C.1.3.3. Calibration dans 16 SDS .o e e 121
[1.C.1.3.4. Calibration dans 16 CTAC ... e e e 122
I1L.C.1.4. Application analytiqUe.......ooocriiiiiie i freerene 122
I11.C.1.4.1. Dosage d’échantillons réels de poissons .................... TR 122
HLC.1.4.2. Performance Analytique ....c...ooooooiiiiieiii e, 124
II1.C.2. LES TENSIOACTIFS EN MILIEU ORGANIQUE R DU 124
[LC.2.1, Fluorescence en milieux tensioactifs. ... o e, 124
ILC.2.1.1. Préparation de Péchantillon ..., 125
[1.C.2.1.2. Effet de solvant sur 1€3 SPeCties ..o oot 125
[11.C.2.2. Optimisation de la concentration de CTAC ... L 126
HNLC.2.3. Effet de NaOH et HCT oo e et 127
TLC.2.4. Btude CINETIQUE oottt 126
[1.C.2.5. Calibration en SoIUtion TENSI0ACHIVE ..eei ittt e, 131
CHAPITRE HLD. AVANTAGES ET INCONVENIENTS DENOTRE METHODE. ... 134
TI1.D. 1. ETUDE COMPARATIVE .. ueevvvesseeeessssesseseeseenseeseseesteesseeereeesseeessenessnnens 134
HI.D.1.1. Sensibilité et stabilité comparative. ..ot 35
111.D.1.2. Effet du pH en milieu binaire eau-méthanol ..o 137
I1.D.1.3. Comparaison de nos résultats avec les autres méthodes ... 138
CONCLUSION GENERALE ...t et et eraererann 142
RE P E R EINCE S ..ottt et e e e e, 144



Glossaire des Sigles

ABVT: azote basique volatile total

AOQAC: assaciation of official analytical
chemists

CBOA: 3-(4-Carboxybenzoyl) quinoline-
2-carboxaldehyde

CCOM: chromatographie sur couche
mince

Cl: conversion interne

CIS: conversion inter systénie

CLHP: chromatographie liquide haute
performance

cme: concentration micellaire critique

CPG: chromatographie en phase
gazeuse

CTAC: chlorure de cétyltriméthyl-
ammonium

Dansy! : 5-Diméthylaminonaphthalene-1-
acide sulfonique

DMF: diméthyl formamide

DMSO : diméthyl sulfoxide

FITC : la fluorescein-5-isothiocyanate

fef: facteur de Franck Condon

FQC : 3-(2-Furoyl) quinoline-2-
carboxaldehyde

FHM: fluorescamine+histamine+micelle

FMH: fluorescamine+micelle+histamine

HFM: histamine+fluorescamine+micelle

HMT : histamine+micelle+Hluorescamine

HV : haut voltage

IR : infra rouge

Kit : trousse

MQAE : N(ethoxycarboxylmethyl)6-
methoxyquinolinium

NBD : 7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4yl

NDA: naphtalene-2,3-dicarboxaldehyde

NIST: national institute of standards and
tecnnology

OPA : orthophthalaldéhyde

SDS: sulfate dodécyle de sodium

TCA: trichloroacétique acid

TE : transfert d’énergie

UV-VIS : ultra violet et visible



Glossaire des Termes Mathématiques

A : absorbance

o(v) : coefficient d’absorption

C : concentration (M)

AH : enthalpie (KJ mol™)

Af: polarisabilité

ES: énergie a 1’état fondamental (KJ)

EF: énergie a I"état excité (KJ)

g : constante diélectrique

e(L): coefficient d’extinction molaire
Mtem™h

®: rendement quantique

[": constante de désactivation radiative

["o: constante de désactivation radiative
dans le vide

[: intensité

Io: intensité initiale

k. : constante de désactivation
radiative (s™)

i : longueur de la cuve (cm)

LD: limite de détection (ng mI™")

[.DA : limite de détection absolue (ng)

LQ : limite de quantification (ng m{™")

hex : longueur d’onde d’excitation (nm)

Aem : longueur d’onde d’émission (nm)

p: moment dipolaire (debye, D)

i moment dipolaire de transition (D)

ng: moment dipolaire a 1" état
fondamental (D)

pe: moment dipolaire a I'état excité (D)

n: indice de réfraction du milieu

v, fréquence d’absorption (Hz)

v, : fréquence d’émission (Hz)
v : nombre d’onde (cm™)

1:;;—;//:: déplacement de Stokes (cm™)

pH: potentiel d’hydrogéne

ppm: parti par million (ng/g)

ppb: parti par billion {(ng/g)

y: fonction d’onde

r: rayon de la molécule

R: coefficient de corrélation

RC;G: champs ¢lectrique a I’état
fondamental

Ro": champs électrique a 1"état excité

RLWG: champs électrique d orientation

S: moment magnétique de spin

sp: €tat singulet p (p=0.1.2.3..))

Spv: €tat singulet p. niveau

vibrationnel v
o: écart type

T : teneur en histamine



INTRODUCTION GENERALE

Trouver une nouvelle méthode efficace (sensible, sélective, spécifique)
permettant de donner une réponse a toutes les insuffisances observées
dans les méthodes actuelles (instabilité, interférences, longue durée pour
un test, colt élevé) utilisées pour le dosage de I'histamine dans les
produits alimentaires (produits halieutiques et dérivés, certains végétaux,
les ceufs, chocolats, etc.) et dans les liquides physiologiques (sang,
plasma, urine, larme, etc.) présente un enjeu sanitaire et économique trés
important. En effet, I’histamine est une amine biogene présente dans tout
l'organisme et dans de nombreux produits alimentaires. A tres faible dose,
I'histamine joue de nombreux roles de régulation dans l'organisme mais
est tres toxique a une certaine teneur (au dela de 0.1 pg/g de produit).
Cette substance est aussi a l'origine de l'allergie de type I (allergie a effets
immeédiats) et de lintoxication scombroide. Dans les deux cas, elle
provoque des troubles respiratoires, des démangeaisons, une
hypersécrétion gastrique d‘acide chlorhydrique, des troubles de la
vigilance, des crampes, des vomissements, de diarrhées, etc. Dans des
cas graves, des complications peuvent survenir et conduire a la mort. Sur
le plan économique, le prix moyen d’un test varie entre 5 et 7 dollars US.
Dans le domaine de la grande péche, les statistiques de la FAO (FAQ,
1994) estiment la production entre 1972 et 1992 a prés de 85 millions de
tonnes de poissons par an. En raison d’un test par tonne cela constitue un
enjeu economique tres important. Dans le domaine agroalimentaire
(dérivé des produits halieutiques et autres aliments histamino-
productehrs) et médicale, le gain est énorme. Cela explique la bataille
féroce autour des procédures de dosage de I'histamine pour le contrdle de
ce marché trés juteux.

Dans le présent travail nous nous sommes fixé comme objectif principal
de trou\;er une alternative (simple et moins onéreuse) aux différents
méthodes de dosage actuelles de [I'histamine dans les produits

halieutiques. En effet, I'amélioration de la sensibilité en fluorescence
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nécessite généralement une instrumentation sophistiquée et trés onéreuse
(détecteur a compteur de photon unique, spectrofluorimétre haute
technologie a source d’excitation laser, etc.). Pour atteindre cet objectif,
nous avons d'une part certes opté pour la voie fluorimétrique mais cette
fois, avec des moyens simples (solvants). D’autre part, contrairement aux
autres travaux basés sur la fluorescence qui utilisent le plus souvegnt I'OPA
comme sensibilisateur, nous avons opté dans le présent travail pour la
fluorescamine. A la différence des autres sensibilisateurs (OPA, chlorure
de dansyl et de NBD, etc.), la fluorescamine est un réactif spécifique de la
fonction amine primaire dans certaines conditions opératoires (pH 7-10) et
elle réagit instantanément avec l'histamine pour donner un dérivé
fluorescent. Il faut savoir aussi que comme VI'histamine, ni la
fluorescamine, ni ses produits d’hydrolyse ne sont fluorescents, éliminant
ainsi de nombreuses sources d'interférences observées dans les autres
méthodes. Cette fois ci, a la différence des autres méthodes, nous avons
réalisé une étude en solution tensioactive aqueuse et organique de
cétyltriméthylammonium (CTAC, micelle cationique) de suifate dodécyle
de sodium (SDS, micelle anionique) et de Brij-700 (micelle neutre). En
effet, les molécules tensioactives sont susceptibles de former des micelles
directes ou inverses (selon la polarité du solvant) capables d’encapsuler
dans certains cas de nombreux fluorophores dans leur cavité hydrophobe
(micelles directes) ou hydrophile (micelles inverses). Ce phénoméne se
traduit généralement par une augmentation importante du signal de
fluorescence, par suite de l'isolement du fluorophore et de sa protection
vis-a-vis des autres processus de désactivations non radiatives.

Ce mémoire comporte essentiellement trois parties:
< La premiére partie consacrée a une étude bibliographique est
composée de deux chapitres. Dans le premier chapitre (I.A), nous avons

rappelé le principe de la méthode fluorimétrique a savoir la théorie de la

spectroscopie de fluorescence analytique, la méthode de dérivatisation
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d'un analyte avec un sensibilisateur en vue de former un dérivé
fluorescent dans le cas du dosage des composés aminés en général et de
I'histamine en particulier. Dans ce chapitre nous avons également traité
des effets de solvant en général et des solutions micellaires en particulier
sur le signal de fluorescence. cela en vue d'optimiser la sensibilité de
notre méthode dans le but de trouver une alternative moins colteuse a la
voie technologique de gain de sensibilité fluorimétrique. Dans le second
chapitre (1.B), nous avons traité de la production de I'histamine dans
'organisme et chez les aliments histamino-producteurs (poissons,
végeétaux, etc.) mais aussi de son mode d’action dans I'organisme dans les
cas d’al}érgie naturelle et d’intoxication scombroide. Enfin, nous avons
réalisé une étude détaillée des différentes méthodes tant indirectes que
directes de dosage de l'histamine dans les produits halieutiques. Nous
avons ai;nsi passé en revue les difféerentes méthodes de dosage de
I'histamine dans les produits halieutiques et de ses dérivés tout en

précisant dans chaque cas les avantages et les inconvénients.

< La deuxieme partie traite des techniques expérimentales a savoir
I'instrumentation, les solvants et les réactifs utilisés dans ce travail. En
plus, nous avons réalisé une étude détaillée des procédures, de
préparation des solutions, de mesure du signal de fluorescence car une
etude en milieux micellaires nécessite la maitrise de l'ordre d’ajout des
différents réactifs dans le milieu réactionnel. Enfin, nous avons décrit ia
procédure d’extraction de I'histamine de |'échantillon réel (méthode Lerke
et Bell) que nous avons adapté aux conditions d‘utilisation de notre

sensibilisateur (la fluorescamine).

< La troisieme partie composée de quatre chapitres contient une
discussion de I'ensemble de nos résultats expérimentaux. Dans le premier
chapitre (III.A) nous avons traité de la réaction de derivatisation entre
I'histamine et la fluorescamine et de la nature du complexe formé. Dans

cette étude a l'aide de la spectroscopie d’absorption uv-visible, de
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fluorescence et d’infra rouge, nous avons montré la formation d’un
complexe entre I'histamine et la fluorescamine et donner ses proprietés
énergétiques. Un traitement en chromatographie en phase gazeuse du
mélange histamine et fluorescamine suivi d’une spectrométrie de masse
des différents pics observés au chromatogramme a permis d’identifier les
différents constituants du mélange et de proposer une structure pour le
complexe histamine-fluorescamine. Dans le deuxieme chapitre (II1.B), en
se fondant sur nos résultats bibliographiques concernant le solvant a
savoir gu’il est possible de gagner en sensibilité. Nous avons réalisé une
étude d’optimisation du signal de fluorescence dans divers milieux aqueux
et organiques suivis d’une analyse des échantillons réels dans nos
conditions optimales. Dans le troisieme chapitre (II1.C), suivant le méme
objectif que précédemment nous avons réalisé un dosage de |'histamine
en milieux tensioactifs aqueux et organiques. Enfin, dans le quatrieme
chapitre (II1.D) apres avoir mis en relief les insuffisances de la méthode
classique de dosage de l'histamine dans les produits halieutiques
(méthode AOAC 977.13), nous avons effectué une étude comparative des
résultats de notre méthode avec ceux des autres méthodes en viggeur sur
le marché international.



PREMIERE PARTIE
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I.A. Principe de la méthode de la fluorescence

La fluorescence est un outil efficace d’analyse et d’investigation tres
utilisé dans des domaines variés. Dans l'agroalimentaire elle est utilisée
pour la détermination du degré de toxicité et d'alteration des produits.
Dans le domaine medical et pharmaceutique la fluorescence permet
I'analyse des liquides physiologiques (sang, plasma, urines, larmes, etc.),
'étude de la structure et lultra structure cellulaire notamment le
séquencage de I'ADN, la recherche de drogues (dopage), le contrble de la
qualité des produits pharmaceutiques. Dans ie domaine spatial, elle est
utilisée pour la recherche des résidus organiques dans des poussieres
interstellaires et dans la récupération des engins spatiaux. Dans la
technologie, elle sert a la production des lasers.

Cette technique analytique repose sur l'émission d’une radiation
lumineuse a partir d’'un analyte (fluorophore) préalablement excité. Dans
le cas ou I'analyte n‘émet pas, il est transformé en un dérivé fluorescent a

I'aide d’un sensibilisateur approprié par une méthode de dérivatisation.

I.A.1. La spectroscopie de fluorescence

La fluorimétrie nécessite la maitrise, de l'instrumentation utilisée, de
la spectroscopie d’absorption et/ou de l'excitation et de I'émission de
fluorescence. Elle demande aussi la prise en compte de tous les effets
affectant le signal de fluorescence (solvants, pH, température, etc.) afin

d'augmenter la sensibilité et la fiabilité des analyses.

I.A.1.1. Excitation et émission de fluorescence

Lors de I'émission de fluorescence comme dans l'absorption, la
transition électronique est representée de fagon verticale (principe de
Franck Condon) car la durée de la transition est tres petite (1 fs) devant le
temps que mettraient les noyaux relativement lourds pour se déplacer (1
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A’ en 100 fs) [1-3]. Etant donné que l'’énergie émise est inferieure a
I’énergie absorbée, le spectre de fluorescence (b) est décalé vers le
domaine des grandes longueurs d'onde par rapport au spectre d’excitation
(a) (Fig. I.1). C'est le déplacement dit de Stokes.
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Fig. L. 1. Spectres d’excitation (a) et d’émission (b) du métolachlor dans le DML,

Pour un méme solvant, le pic d’émission ne change pas de position en
faisant varier la longueur d’onde d’excitation. La variation de l'excitation
se traduit simplement par une diminution de l'intensité d’émission ; ce qui
permet de ne pas confondre le pic d’émission de fluorescence avec les pics
de diffusion de Rayleigh et de Raman.

» Diffusion Rayleigh

L'intensité du pic dépend de la polarisabilité des molécules du solvant.
Ces derniéres réémettent dans toutes les directions une petite fraction de
la lumiére excitatrice pour des multiples entiers de la longueur d onde de
la radiation excitatrice [3].

> Diffusion Raman
L'intensité du pic est 100 a 1000 fois plus faible que celui de Rayleigh
et sa position se trouve du cbté des grandes longueurs d'onde car

correspond au transfert d'une petite partie de I'énergie excitatrice aux
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molécules du solvant sous forme d'énergie vibrationnelle. Ensuite, ces
molécules réémettent des photons de moindre énergie. La particularité de
ce pic est que pour un méme solvant, la différence d'énergie entre les
shotons absorbés et les photons réémis est une constante ; ce qui fait
qu’en déplacant la longueur d'onde d'excitation, le pic de Raman change
de position [3,4].

I1.A.1.2. Facteurs affectant le signal de fluorescence

La fluorescence (F) étant un processus compétitif, son intensité
dependra alors de I'importance relative des autres processus concurrents
de désactivation de I'état excité décrits dans le diagramme de Jablonsky.
Ainsi, la présence d'autres types de molécules favorise le transfert
d’énergie (TE) au dépend de la fluorescence. Une élévation de
température favorise les processus de désactivation non radiatifs: La
relaxation vibrationnelle (rv) suivie d'une conversion interne (CI), la
conversion intersysteme (CIS), le transfert de l’‘énergie (TE) et les
réactions photochimiques (R) avec des molécules du milieu. La somme
des rendements quantiques de tous ces processus doit étre égale a I'unité,
SOit | O+ D +Des+Ore+dr=1.

Le solvant, le pH, la concentration et la structure de l'analyte ont
aussi des effets non négligeables sur le signal de fluorescence. C’est ainsi
que la planéité et la rigidite des molécules sont favorables a I'émission de
signal de fluorescence. D’autre part les composés insaturés comportant un
systéme conjugué d'électrons n délocalisés sont en général fluorescents,
contrairement aux molécules saturées qui subissent une prédissociation
dans I'UV lointain. Ainsi, le phénol est tres fluorescent alors que le
cyclohexanol ne l'est pas. Les groupements electrodonneurs (-OH, CH30-,
-NH,, etc.) tendent a exalter le signal de fluorescence tandis que les
groupements électroattracteurs (-NO,, -COyH, -X, etc.) provoguent dans

certains ¢as une extinction plus ou moins importante du signal [4].
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Par conséquent, avant toute étude analytique, la prise en compte de
tous ces facteurs est nécessaire [1,2,4].

I1.A.1.3. Description quantique d’un fluorophore

Les propriétés physiques et chimiques d'une molécule sont
largement liées a son moment dipolaire. Pour atteindre cet observable, on
associe a la molécule une fonction d'onde ; décrivant la configuration de
la molécule fluorophore dans un état i. L'opérateur moment dipolaire y;

associé s'écrira: i, = > q,F, (1)

Avec m le nombre de particule, g la charge élémentaire et ¥, son rayon vecteur.

La probabilité de transition de I'état i @ un autre état j ou inversement est
fonction du moment dipolaire de transition de la molécule ; elle est

proportionnelle au carré du module de I'intégrale P _, o p,,, [5].
P/f—i = J.\Ph’ug;\{};dV (2)

Une molécule fluorescente étant un ensemble de particules (m)
composé de particules de charge positive (proton) et de particules de
charge négative (électron), lorsgu’elle est dans un état stationnaire (état
fondamental ou états excités), elle est décrite par une fonction y, dite
stationnaire (ne change pas avec le temps) qui vérifie I'équation de
Schrédinger AW, = EV,, avec H 'opérateur Hamiltonien associé a iénergie
E du systeme. Pour ce qgui concerne les états transitoires décrivant
Iabsorption, c’est a dire le passage de I'état fondamental (stationnaire) a
un état excité (stationnaire) et I'émission de fluorescence entre I’état
excité S; (stationnaire) a l'état fondamental Sq (stationnaire), ils sont
décrits par une fonction yj; qui peut étre une combinaison linéaire des
fonctions deécrivant les états stationnaires w; et y;,. Le moment dipolaire

électrique de la molécule fluorophore correspondante est :
‘H"l = -[J. j."?\P?.‘L_;\Prdxldyfdzl'”dxn;dymdzm (3)
Les difféerents g sont les éléments de la matrice du moment dipolaire

électrique.



« Les éléments i, avec i=j décrivent les processus correspondant a

I'excitation et a I’émission. Dans les états j les molécules oscillent avec
urie vitesse angulaire wj.
E ~E

W, =2aN =— - (4)

Pour I'émission de fluorescence, la transition 0«1 est la plus essentielle.
Les molécules excitées émettent dans certains cas de fagon spontanée ou
stimulée une radiation lumineuse pour retourner a |'état fondamental.
» Les €léments de la diagonale i, avec i=j décrivent ia

solvatochromie. Pour i=j=0, siu, =0, la molécule est dite non polaire a
I'état fondamental et si =0, elle est dite polaire; on assiste alors a un
déplacement des bandes du spectre d’émission et/ou d'excitation. Si
i, = 1, =0, théoriguement il n'y a pas d’effet, on dit que la molécule n'est

pas solvatochromique bien que dans la réalité on observe un léger
déplacement. Cela est du a la désactivation vibrationnelle de I’état excité

(S,) d'energie supérieure a I’état (S5,,)'ou a lieu I'émission [1].

I1.A.1.4. Analvse quantitative

A partir d’'un spectre d'émission, la mesure de {'intensité du signal
de fluorescence permet de déterminer la concentration d’un analyte. En
effet, on; demontre qu‘il existe une relation quantitative simple entre
I'intensité I de fluorescence et la concentration C d'un soluté donné [1,2].

I, nombre de photons émis y
== / ,avec I, =¢,(I,~1)=¢,1,(1-10"),
) N ! 3 ¢ t FO ¢}

I nombre de photons absorbés

Pour A<0,01 ona 1077 = 1-23034 et comme A=¢lC alors : [, = 2.303¢,1,6lC (5)

¢ - rendement quant'que de fluorescence.

Ly - intensité du rayonnement incident.

g coefficient d'extinction molaire de la substance (M Leni!) considéré comme constante pour
une longueur d’onde dennée.

[ - longueur du trajet optique a travers la substance, (cm)

(' concentration molaire de la substance a doser (M)
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Pour un composé fluorescent dans un solvant donré, a la
température donnée, placé dans une cellule aux dimensions connues, les
mesures étant faites a une longueur d'onde d'émission fixe avec un
appareil donné (Ip fixe), seule la concentration peut varier. La relation
précédente devient I=KC, ce qui démontre que l'intensité de fluorescence
(If) est une fonction linéaire de la concentration pour des solutionsidiluées
[3,4]. Ce résultat correspond a un spectrofluorimétre idéal, seulement en
I’état actuel des spectrofluorimeétres, d’une part le nombre de photons par
seconde de la radiation incidente (Ip) n’est pas constant dans le témps et
d’autre part, la transmission des photons par le monochromateur et
I'efficacité de leur détection par le photomultiplicateur sont fonction de la
longueur d’onde. Ainsi, dans la pratique afin de réduire les erreurs sur les
résultats de dosage, la détermination de la teneur d’'un analyte passe

généralement par une courbe de calibration.

I.A.1.5. Choix de la méthode fluorimétrique

La fluorimétrie possede quelques avantages sur les autres méthodes
analytiques (la colorimétrie, la conductimétrie, la spectroscopie
d'absorption (UV-VIS et IR), et la chromatographie (CCM, CPG et CLHP)
directe (qui lie la masse du soluté a analyser a l'aire de son pic dans le
chromatogramme) et celle couplée d'une détection UV-VIS et IR. La
Fluorimétrie a l'avantage d'étre plus sélective, plus spécifique et plus
sensible [3,4].

> Sélectivité

Seuls certains types de moléecules sont capables d'émettre un signal de
fluorescence. Il est donc possible de doser des molécules fluorescentes, en
présence d'autres molécules non fluorescentes qui interferent en

absorption.

» Sensibilité
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La fluorimétrie est souvent 10? & 10* fois plus sensible qué I'absorption
uv-vis et son domaine de linéarité est 10° fois plus grand. Elle permet de
détecter des quantités minimales de substances de l'ordre du nano au
picogramme, généralement plus basses que celles détectées en
chromatographie en phase gazeuse.

P Spé:cificité

De nombreux composés organiques absorbent dans I'UV oU il se pose
d’enormes problemes d'interférences. 1l est possible que deux substances
quelconques soient excitées par la méme longueur d’onde, mais il est peu
probable, quoi qu’il en soit, que ces deux substances émettent a la méme
longueur d'onde. Dans les cas critiques, il est possible par dérivatisation

d’obtenir une émission loin de toute zone d’interférence.

L.A.2. La méthode de dérivatisation

C'est une technique qui permet de surmonter certaines difficultés
rencontrées lors de I'eétude analytique d’une substance. Elle est utilisée de
facon générale pour deux raisons principales:

« Permettre I'analyse de composes volatils ou instables par
transformation des groupements polaires des molécules volatiles (O-H, N-
H, S-H) en groupements moins polaires et plus stables.

o Accroitre le comportement chromatographique d’une molécule (en
augmentant son temps de rétention) ou sa detectabilité par absorption
UV-VIS et/ou par fluorescence en le transformant a l'aide d’un
sensibilisateur en un complexe détectable de préférence, loin de toute
zone d’interférence. Un bon sensibilisateur doit remplir les conditions
essentielles suivantes :

< avoir une réaction de dérivatisation quasi instantanée;
< avoir un rendement de la réaction de dérivatisation 295%;
< présenter peu ou pas d'interactions avec les autres molécules

présent dans I’échantillon réel a analyser ;
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< conduire a un dérivé stable ou a une stabilité suffisante pour
procéder a une analyse.
Dans le cas particulier du marquage fluorogénique, la reéaction de
dérivatisation est utilisée dans 2 cas spécifiques:

a) Pour l'analyse d'un composé fluorescent mais qui interfére avec
des molécules du milieu: il est alors possible de transformer ce composé a
I'aide d’un sensibilisateur approprié par une réaction chimique spécifique,
totale et rapide, en un dérivé émettant a une longueur d'onde éloignée de
la zone d'interférence.

b) Pour rendre fluorescent un analyte non fluorescent : dans ce cas,
il est possible de transformer le composé en un dérivé permettant
d'observer une fluorescence, a l'aide d'un traitement spécial (chimique,
thermique, photochimique, etc.) avec un sensibilisateur deja fluorescent
ou non, mais conduisant a un dérivé fluorescent.

Dans le cas des amines en général et de I'histamine en particulier, le
deérivé fluorescent est obtenu par voie chimique au moyen d’une réaction
simple (amidation, substitution nucléophile, etc.) grace a l'usage de
reactifs parmi lesquels nous avons : la fluorescamine,
l'orthophthalaldéhyde (OPA), le chlorure ou le fluorure de NBD, le chlorure
de dansyl, etc.

I.A.2.1. La Fluorescamine

pH 7-10 Fi\ = ;]
-+ . "
R-NH, (12 - 100-500 ms)
. . . OH ©
amine primaire COOH
0. {non-fluorcscent)
fluorescamine
(non-fluorescent) pyrrolinone
{probable fluorophore)
pl’OdUitS d’hydrolyse AeX - 390 nm s Aem = 475 490 pm
{non-fluorescent)

Fig. I. 2. Réaction de condensation entre la fluorescamine et les amines primaires
en solution aqueuse.

22



Le 3,3'-dione, 4-pheny! Spiro (furan-2(3H),1'(3'H)-isobenzofuran)
appelé fluorescamine (Cy7H1004) réagit instantanément (t;,,=100-500 ms)
avec les amines primaires (fig. 1.2), en solution aqueuse (pH=7-10) pour
donner un dérivé fluorescent [6,7]. La fluorescamine est un réactif
spécifiqgue des amines primaires, mais elle réagit aussi dans certaines
conditions analytiques (pH acide et absence d‘amines primaires) avec les
amines aromatiques et secondaires comme la proline [8] ; de plus, I'exces
de fluorescamine dans le milieu réactionnel est rapidement hydrolysé
(t12=5-10 s) [9]. L'avantage de cette molécule est que ni elle, ni ses
produits d’hydrolyse ne sont fluorescents. L'instantanéité de la réaction de
condensation avec les amines primaires rend intéressante la
fluorescamine pour le dosage des amines biogenes et des protéines
[10,11]. En effet, elle est généralement utilisée pour la détection des
traces de résidus organiques aminés de faible poids moléculaire par
spectrofluorimétrie simple, par CLHP [12] ou par électrophorése capillaire
[13]. Les dérivés aminés de la fluorescamine (pyrrolinone) sont excitables
vers 390 nm et emettent entre 475-490 nm [1,6,7,8,14,15].

Pour ce qui concerne l'analyse de I'histamine, des études par CLHP
couplées a une détection fluorimétrique ont été réalisées {15-19]. Il a été
montré que I'histamine forme avec la fluorescamine un dérivé fluorescent
emettant autour de 460 nm en solution agueuse, Ces études ont donné
malgré le caractére complexe de ce fluorophore en solution aqueuse des
limites de quantification autour de 0,5 ppm et un taux de récupération de
pres de 95% [16,17]. Toutefois, la stabilité du fluorophore et donc la
sensibilité de la méthode reste a ameliorer ; étant donné que la fiabilité de
I'analyse de trace d’histamine dans certains produits et dans les liquides
physiologiques nécessite des limites de détection plus basses et une

relative stabilité du complexe fluorophore.
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I.A.2.2. L'OPA et le NDA

Le 1,2-benzenedicarboxaldehyde (OPA, CsH,0,) et le naphtalene-2,3-
dicarboxaldehyde (NDA, C;Hg0,) sont comme la fluorescamine des
sensibilisateurs non fluorescents. Ils réagissent avec les amines primaires
et secondaires pour donner des dérivés fluorescents [20,21]; cette
réaction n’est pas instantanée, mais il est possible d’augmenter la
réactivité en la faisant en présence des ions cyanures (CN) ou des thiols
comme le  p-mercaptoethanol  (HSCH,CH,0OH) ou acide  3-
mercaptopropionique (HSCH,CH,COOH) ou des sulfites (SOs% ) [22] (fig.
[.3).

Fig. 1.3. Schéma réactionnel de ’'OPA avec les amines.

La réaction de condensation du NDA avec les composés aminés est
identique a celle de I'OPA et se fait généralement en présence des ions
cyanures pour augmenter sa réactivité (Fig. 1.4).

N
~ o HO o
( 0T + R°NH, + CON = - | L NR

NDA

Fig. 1.4. Schéma réactionnel du NDA avec les amines.

Une modification des conditions opératoires (par exemple amine en exces,
et absence d’autre nuciéophile) permet de détecter avec ce sensibilisateur
les acides carboxyliques et les thiols, mais aussi des ions cyanures dans le
sang et les urines [23,24]. Il est aussi possible en ['absence d’autres
nucléophiles dans le milieu reactionnel de doser I'hydrazine (HNNH,) et
I'hydrazine méthylé (1,./4, =~ 403/500nm) [25]. Les dérivés aminés de

la NDA émettent pour des longueurs d'ondes plus grandes que ceux
obtenus avec I'OPA. En plus, l'utilisation de la NDA donne une plus grande



sensibilité pour le dosage des composés aminés. La stabilité des dérivés
aminés du NDA fait de ce sensibilisateur un outil tres efficace pour la
recherche [21]. L'OPA et la NDA sont largement utilisés pour une
dérivatisation post et pré-colonne des composés aminés et des thiols en
CLHP [26,27].

Pour ce qui concerne l'analyse de l'histamine, nous n’avons pas
trouvé de travaux ayant utilisés la NDA comme sensibilisateur. En
revanche, pour I'OPA, la premiere étude a été décrite par Shore des 1959
[28]. Cette méthode a été depuis lors, perfectionnée puis automatisée a
partir de 1972, mais la séparation des autres molécules interférentes
(histidine surtout) avec I'histamine est tres délicate.

La methode est facile a mettre en ceuvre : la réaction entre
I'histamine et I'OPA se fait en milieu alcalin, puis 4 a 5 min apres la
solution est acidifiée dans le but de stabiliser le fluorophore formé. Apres
25 min d‘attente, le signal de fluorescence est mesuré.

Le complexe histamine-OPA a été a l'origine de nombreux travaux.
La meéthode a largement servie pour la détermination de la teneur en
histamine des produits halieutiques et dérivés a travers le monde. Elle est
aussi utilisée dans le domaine médical. Ainsi, la détermination de la teneur
en histamine dans le sang a permis de faire une corrélation avec l'acidité
du suc gastrique car la libération en excés d'histamine ou l'intoxication en
histamine entraine la stimulation du récepteur H2 qui a pour consequence
immeédiate une sécrétion de l'acide chlorhydrique au niveau du suc
gastrique: De méme, une etude comparative chez des personnes saines et
des patients de la teneur en histamine dans les larmes et dans les
muqueuses nasales a permis de percevoir le rbdle de [I'histamine,
respectivement dans la conjonctivite et dans certains cas de rhume [29].

En dépit de toutes ces applications et les résultats importants
obtenus, la stabilité du fluorophore histamine-OPA reste toujours a
améliorer car, méme apres la phase d’acidification suivie de 25 min
d'attente, le signal n’est pas réellement stable. De plus cette durée

constitue un temps considérable pour I'analyse d’un échantillon réel. Ainsi,
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des travaux récents [30] ameénent a se poser des interrogations sur la

fiabilité des études anciennes.

I1.A.2.3. Le chlorure de Dansyl et autres chlorures

Le chlorure 5-dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl, (ou ch!o!rure de
dansyl, C12H12CINO,S), le chlorure 1-pyrenesulifonyl et le chlorure dapoxy!
sulfonyl (Fig. 1.5) réagissent avec les amines primaires par substitution
d’'un atome de chlore (Fig. 1.6). La réactivité de ces sensibilisateurs peut
étre augmenté en employant le cycloheptaamylose ou p-cyclcdextrine,

[31].

O SOQC1
v 7N oy o

C4gHCI0,8 Ci7H,5sCIN,0 38

i

Fig. L.5. Le chlorure 1-pyrenesulfonyl (gauche) et le Chlorure de Dapoxyl sulphonyl

(droite).
N{CH)2 N(CHm}
‘O * R NH, O‘ \
SO,C! SO LN =R _Ji

Fig. 1.6. Schéma de la réaction du chlorure de dansyl avec les amines.

Par mis ces sensibilisateurs, le chlorure de dansyl est le plus utilise
depuis sa découverte en 1951 par Weber [31]. Il a servi pour la détection
d’acide aminé N-terminal mais surtout pour former des dérivés
fluorophores dans le dosage de substances aminés (drogues, acides
aminés, oligonucléotides et protéines) [32]. Il est non fluorescent mais
conduit avec les amines a un dérivé fluorescent avec un grand
déplacement de Stokes. Le dérivé formé est relativement stable mais ce
réactif n‘est pas spécifique aux amines primaires (réagit aussi avec les

amines secondaires, les thiols et les alcools), d'ou la nécessité de séparer



les dérivés formés avec les impuretés interférentes par des méthodes
chromatographiques ou par électrophorese capillaire.

Pour ce qui concerne l‘analyse de I'histamine, des tentatives dans
notre laboratoire nous ont montré que la formation du dérive fluorescent
est tres laborieuse, le temps de réaction est tres long et nécessite une

température élevée.

I1.A.2.4. Les dérivés NBD

Le 4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole (ou chlorure de NBD,
CeH2CIN3Q3) est introduit en 1968 comme marqueur fluorogénique des
composes aminés [33] a des longueurs d’ondes d’excitation (470-480 nm)
et d’émission (530-560 nm). II réagit aussi avec les thiols et les alcools.
L'avantage du chlorure de NBD est que les dérivés formeés avec les thiols
et les alcbols absorbent et émettent a des longueurs d'ondes plus petites
que les dérivés aminés et ils sont moins fluorescents que ces derniers
[34].

Le 4-fluoro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole (ou fluorure de NBD)
donne le méme dérivé que le chlorure de NBD (Fig. I.7), mais l'avantage
du fluorure de NBD est que la réaction est plus rapide [35]; avec la
glycine la réaction est 500 fois plus rapide qu’avec le chlorure de NBD
[36].
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Fig. 1.7. Schéma de la réaction du chlorure ou du fluorure de NBD avec les amines.

Le spectre d’émission et d’excitation, le rendement quantique de
fluorescence et le coefficient d’extinction molaire des dérivés aminés du
NBD dépendent fortement du solvant [37]. A la temperature ordinaire le

rendement quantique dans l'eau est tres faible (<0,01), particulierement
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pour les amines secondaires; les dérivés des amines aromatigues quant a
eux ne sont pas du tout fluorescents.

Ces deux sensibilisateurs ont été largement utilisés (en fluorimétrie,
en chromatographie et en électrophorése capillaire) pour l'analyse de
composés aminés,

Avec l'histamine, des essais dans notre laboratoire ont montré que
la méthode est un peu pénible car la réaction est trés lente, et nécessite

un chauffage (70 °C pendant 30 min).

I.A.3. Effets du solvant sur la fluorescence

I.A.3.1. Les différents types de solvant

Il existe deux grandes classes de solvant (solvant aprotique et
protique), pour lesquelles nous avons deux parametres (¢ et p) tres
importants permettant de déterminer leurs propriétés en fluorimétrie.

Les solvants aprotiques sont séparés en deux catégories: les
solvants aprotiques apolaires (¢ et | faibles) et aprotiques polaires (¢ et p
élevés). Dans ces solvants tous les hydrogénes sont liés a des atomes de
carbone alors que dans les solvants protiques, certains atomes
d'hydrogénes sont liés a un hétéroatome tel que O, N, S, etc. Les solvants
protiques sont capables de former des liaisons hydrogene ou de prf;:)tonner

!

les anions car, ils sont tres ionisants.

Les tableaux suivants classent les différents solvants en fonction de leur
constante diélectrique (g)et de leur moment dipolaire (u) en debye.
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Tab. L.1. Constante di¢lectrique (g) et moment dipolaire (1) de quelques solvants protiques a
la température de 25 °C.

Solvants protiques

Solvants ' £(25°C) B

\udn acétique 6,15 1.68
Pentan-3-ol 13,0 1,65
; Cyclohcxanol 15,0 1,86
‘Propan-2-ol 18.3 1,65
Lithanol 24.5 1,74
 Didthyleneglycol 31,7 2,31
- Méthanol 32,7 1,76
[Mcthylenegl},fcol 37,7 2,28
R 78,54 1,80

Tab. 1.2. Constante di¢lectrique (€) et moment dipolaire (p) de quelques solvants aprotiques a
la température de 25 °C.

Solvants aprotiques
Solvants aprotiques apolaires Solvants aprotiques polaires

Solvants g (25°C) n Solvants € (25°C) 1
n-héxane 1.88 0,00 Pyridine 12,4 2,37
Cyclohéxane 2.02 0,00 Butan-2-one 18,5 5,22
1.4-dioxane 221 - Acétone 20,7 2,86
CCl4 2.24 0,00 Ac20 20,7 2,82
Benzéne 2.28 0,00 (Me2ZN)2C0O 23,5 3,48
C12C=CCI2 2,30 0,00 PhCN 25,2 4,05
CToluéne 2,38 0,43 CH3CH2CN 27,2 3,57
CS2 2,64 0,00 HMPA 29,6 5,55
Ci2C=CHC(!I 342 0,81 PhNO2 34,8 4,02
E20 4,34 1,30 MeNO?2 35,9 3,57
Chloroforme 4381 1,15 DMF 37,71 3,87
PhBr 5.40 1,55 MeCN 37,5 3,45
PhCl 5.62 1,54 Sulfolane 433 4,80
[CH3CO2Et 6,02 1,88 DMSO 46,7 3,90
DME 7.20 1,71 HCONH?2 111 3,36
THF 7.58 1,75 HCONHMe 182,4 3,87
CH2CI2 8,93 1,55 CH3CONHMe 191,3 4,38
CI2CHMe 10,00 1,98

CICH2CH2ClI 10,36 1,86

Dans un solvant, qu'il soit protique ou aprotique un fluorophore est

considéré comme un dipdle de moment dipclaire p; se trouvant dans un
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milieu continu isotrope d’indice de réfraction n et de constante didlectrique
e. La cavité contenant le fluorophore peut étre sphérique de rayon a ou
ellipsoidale suite aux interactions avec les molécules du solvant [1]. Ces
interactions se traduisent par un déplacement de la bande d’émission en
fonction du solvant (effet solvatochromique) ou par une exaltation ou
inhibition de Vlintensité du signal (effet hyperchromique ou
hypochromique).

1.A.3.2. Effet solvatochromique d’un solvant

La polarité du solvant affecte profondément le spectre d’émission
d'un analyte fluorophore polaire avec pour conséquence immediate un
déplacement vers les plus grandes longueurs d’onde (faibles énergies) des
bandes d'émission et/ou d’excitation. Cette baisse d’énergie constatée
résulte d'une variété de processus dynamique ayant lieu apres
l'absorption. Le fluorophore excité a généralement un moment dipolaire
plus grand (ug) que dans son état fondamental (ug). Apres excitation du
fluorophore, le solvant réoriente le moment dipolaire y de ses rnolecules
autour du moment dipolaire du fluorophore excité pg, engendrant. ainsi un
abaissement de |'énergie de celui ci. Ceci conduit a I'émission de photon
de grandes longueurs d’ondes, c’est a dire de faible énergie [1].

Le processus de déplacement des maximums des bandes d'émission
et d’excitation en fonction du solvant, est un probleme complex=z car, en
plus de l'effet général du solvant (décrit a I'aide de I'équation de Lippert),
il y a les effets spécifiques liés aux propriétés intrinseques du fluorophore
et de I'environnement (liaisons hydrogéne, transfert d’énergie, etc.) [11].

Dans la théorie générale de l'effet du solvant décrit par Lippert,
I'effet solvatochromique d’un solvant dépend du moment dipolaire y du
soluté, de la constante diélectrique e du solvant qui caractérise le
déplacement électronique au sein des molécules du solvant et 'orientation
du moment dipolaire des ces derniéres dans la méme direction gue celui

du fluorophore excité et de lindice de réfraction n du milieu En
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schématisant le processus de l'excitation et de I'"émission d’un fluorophore
dans un solvant donné (Fig. 1.8), il est possible d’établir la formule de
Lippert donnant une relation entre le déplacement de stokes et les
propriétés du solvant (g, n) et du fluorophore (u,;, 1, et a).

iooet o sont les moments dipolaives du fluorophore respectivement a [’état fondamental
el al’étal excité dans un solvant donné.

a représente le rayon de la cavité logeant le fluorophore dans ce solvant.

E et B sont les niveaux énergdtiques du fluorophore respectivement a 1 'état fondamental
(G) et al’état excité (F) dans un état de vapeur, ¢ 'est a dire sans aucune interaction.

RY R, et RS, R" : soni les champs électriques induits a 'élat fondamental et & 1'état
excité, respectivement lors de la transition électronique (el) et lors de la réorganisation ou
orientation (or) des molécules du solvant.

L (absorption) = E\' — u R — R et E*(absorption) = E} - u, RS — u, RS
E(emission) = E{/ = p, R — u R et E (emission) = E} — p,RE — y,RE

Calculons la variation d’énergie pour {‘absorption et I’émission:
AE(absorption) = E' (absorption) = E“(absorption)

AE(emission) = E* (emission) — E" (emission)

Apres résolution on a :

_ _ 2Af 5 . -1 nt =1
fo= v = ———= (g, = ) + constante Avec Af = -
TV e W 2+ 1 20 +1

décrivant

l'orientation de la polarisabilité du solvant c'est a dire sa polarité qui
gouverne la relaxation des molécules du solvant autour du fluorophore
excité, On retrouve ainsi l'effet solvatochromique qui est décrit par
1’équation empirique de Lippert. C'est I'une des conséguences immédiates
du sotvarsit sur un fiuorophore.

N )(,u_,; = M) + canstante (6)

, 2
vV, -V, = 3 3
he 2e+1  2n +1 a
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Ainsi, les fluorophores non polaires (u, =u,=0) engendrent de faible

déplacement spectral contrairement au fluorophore polaire (u, >u,.).

L
LSO !

Energ:e A 4 " & D

Fig. L.8. Effet d’un solvant sur I’émission de fluorescence d’un fluorophore.

I.A.3.3. Effet hyperchrome et hypochrome du solvant

La désactivation radiative par fluorescence résulte d‘un couplage
entre la molécule fluorophore excitée et I'onde électromagnétique émise
(radiation lumineuse). Les caractéristiques de cette onde sont fonction du
fluorophore mais aussi des propriétés optiques de son environnement
(solvant) ; ce qui fait que la durée de vie et le rendement quantique dans
un solvant sont différents de ceux dans le vide qui dépendent des seules
propriétés intrinseques du fluorophore.

Les effets d’exaltation et d'inhibition du signal de fluorescence par le
solvant, bien que longtemps abordée par des chercheurs est encore mal
connue. La premiére formule théorique relatant cet effet est publié par
Perrin en 1926. Cette formule lie l'indice de réfraction (n) du milieu a la
constante de désactivation radiative du fluorophore excité [1,38].

1 8m*

1
k, =Z— = Umz——h}- alv v (7)

Dans cette formule;

e
(o)



n tindice de réfraction du milieu

vt fidquence  principale de I'émission de fluorescence
N T nombre de molécules fluorescentes

(1({)) s coefficient d' absorption & la frequence v

7. @ durde de vie du fluorophore a l'état excité

C tlavitesse de la lumicre dans le vide

Cette formule n’étant pas tres précise notamment en ce qui concerne les
molécules présentant un grand déplacement de Stokes, elle fut corrigée
par celle donnée en 1962 par Strickler et Berg [38]:

Av

1 8m*  _ 5, In(10) (elv

k, — <0, > (19) ji)du (8)
T ¢ ' NA v

v, fréquence de 'émission de fluorescence

v, nombre d'onde

< {j; >

Au

=c¢'x <0’ >, (Facteur de Franck — Condon )
Dans le cas pratique de I’émission spontané :

: 64r*
k, =T = \‘f'“’nfasavcc [, = ———}7—§,uml<5>,i., (9)

3
Avec T, :la constante de desactivation radiative dans le vide : cette

grandeur dépend uniquement des propriétés intrinseques du fluorophore
et f est une fonction de la cavite logeant le fluorophore dans le solvant.
Toutes Ces differentes formules traduisent I'effet de la nature du solvant
sur la sensibilité de la mesure a effectuer.

Il est donc possible, en jouant sur le solvant, d’augmenter la

sensibilité d’une mesure fluorimeétrique.

1.A.4. Effet des micelles sur la fluorescence

1.A.4.1. Molécule tensioactive

Une molécule tensioactive ou amphiphile est une molécule constituée
d'une téte polaire hydrophile et d'une queue apolaire hydrophobe. Dans
un milieu aqueux (polaire), elle oriente sa téte polaire en contact des
molécules d'eau et sa queue hydrophobe flottant dans l‘air ou dans une
solution non polaire. La présence de ces molécules a cette surface,

perturbe 'énergie surfacique, avec pour conséquence un abaissement de
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la tension de surface c’est pourquoi on les appelle molécules surfaces
actives ou surfactants.

T,

Tab. 1.3. Structures et propriétés des molécules tensioactives.

Parties Partie hydrophile Partie lipophile ou hydrophobe
ou lipophobe

Polarité Polaire Apolaire

Composition Groupe carboxylate Longue chaine carbonée saturée
-CC0, -CH,-CH;- ou ;
sulfonate -5(0;)0", partiellement insaturee -

CH=CH- ’ |

Attirée par des composés polaires, comme l'eau et les apolaires, comme les graisses

solutions aqueuses ou les solvants crganigues

Lorsque la concentration de molécules tensioactives !devient
importante, il y a formation d’agrégat aboutissant & une autre
organisation appelée micelle. L'association de ces molécules tensioactives
en agrégat de micelle est favorisée entre autres, par l'action combinee de
trois facteurs:

« Les interactions répulsives hydrophobes entre les queues non polaires
des monomeres et I'environnement aqueux;

 Les répulsions entre les tétes ioniques;

» Les attractions de Van Der Walls entre les chaines alkyles.

I.A.4.2. Structure des micelles

Dans les solvants polaires tel que l'eau il se forme des micelles
directes; les tétes polaires des molécules tensioactives sont orientées vers
I'extérieur en contact des molécules du solvant alors que les queues
hydrophobes forment une cavité capable ainsi de solubiliser de nombreux
solutés hydrophobes.

Dans les solvants apolaires tels que les huiles nous avons des micelles

inverses : les queues hydrophobes sont orientées a I'extérieur en contact
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des moléciles du solvant alors que les tétes polaires forment une cavité
hydrophile, apte a solubiliser des solutés hydrophiles. Dans les deux cas,
les micelles formées sont soit de formes sphériques ou ellipsoidales (fig
1.9).

o o= 2 rmMiEm O.a [=F= W | Ty

rracellaes iMmnverses

€Al

miicetilles directes

Fig. L.9. Structure d’une micelle directe ou inverse.

1.,A.4.3. La concentration micellaire critique (cmc)

La concentration micellaire critique est la concentration minimale de
monomeres tensioactifs nécessaire pour produire une micellisation pour

taquelle la tension de surface reste constante.
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Fig. 1.10. Effet de la concentration micellaire sur la tension de surface.

L’ajout de molécules tensioactives dans une solution présente 3 phases
(fig.1.10):



K7

< La premiere phase (1): montre qu’a faible concentration de
monomeres tensioactifs la tension de surface reste pratiquement
constante.

< La deuxiéme phase 72) : montre que la tension de surface décroit
avec la concentration de surfactants jusqu’a une concentration limite
appelé concentration micellaire critique (cmc).

< La troisieme phase (3): indique, qu‘au-dela de la cmg, la tension de
surface reste constante quelle que soit la concentration de surfactants
ajoutée. Ainsi, les propriétés physiques d’une solution micellaire
deviennent donc invariables des qu’on atteint la concentration micellaire
mais cela n‘empeéeche pas la formation d’autres agrégats. 1l est donc
souhaitable d’utiliser en fluorimétrie des concentrations plus importantes

que la cmc afin d’obtenir une population miceliaire plus importante.

1.A.4.4. Effets micellaires

La fluorescence, comme nous l'avons vu, est un processus competitif
de désactivation de l'état excité d‘un fluorophore. Ainsi, le rendement
quantique de fluorescence dépend largement de la protection de Iétat
excité contre les autres processus concurrents de désactivation. A cet
effet, plusieurs solvants appelés milieux organisés ont été utilisés
(solutions tensioactives et les dérivés cyclodextrines). Dans une solution
micellaire, par exemple en milieu polaire, le fluorophore reste a I'extérieur
dans la phase polaire prédominante s’il est lui-méme polaire, avec pour
conséquence un effet micellaire minimal ; tandis qu‘un composé :apolaire
est rapidement encapsulé dans la cavité hydrophobe protégeant le
fluorophore excité contre les autres processus de désactivation., Ce fait
aura pour conséquence immeédiate une exaltation du sigjna( de
fluorescence.

Le fluorophore sera adsorbé a la surface interne s'il présente une partie
polaire et une autre partie apolaire [39-41]. Il est donc souhaitable

d'utiliser des solutions micellaires de 3 a 5 fois supérieures a la



concentration micellaire critique afin d’accroitre la concentration des
micelles par conséquent l’‘encapsulation ou l'adsorption des molécules
fluorophores selon leurs natures.

Pour un emploi efficace des micelles il faut aussi tenir compte de la
polarité du solvant et des micelles mais aussi du pH car il peut influer sur
le processus de micellisation et sur le comportement des micelles vis-a-vis
d’un fluorophore.,

Dans ce travail nous avons utilisé 3 types de micelles: le CTAC, le
SDS et le Brij-700 dont les propriétés ont été décrites dans la partie
experimentale (I1.A.4.) de ce document.
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I.B. Production et mode d’action d’histamine

L'histamine est une substance chimique largement étudiée mais qui
jusque la présente encore des contours non élucidés, notamment son rdle
exact dans l‘organisme, son degré de toxicité et la recherche d’une
méthode efficace de son dosage. Elle présente un enjeu sanitaire et
économique énorme,

Une recherche rapide sur I'histamine (0,24s ; Google.com) sur le
réseau Internet présente 635.000 liens dont 96.600 parlent de sa toxicité.
Cela démontre l'intérét général accordé a cette substance.

I.B.1. Production de I'histamine

L'histamine (CsHgN3) est une amine biogéne obtenue par la
décarboxylation enzymatique de la L-histidine libre (acide aminé naturel)
sous l'effet de la L-histidine décarboxylase (Fig. I. 11) [42].

H,N
N COZ
! )
Decarboxv lase
Histidine 4 H Histamine

Fig. I.11. Formation de I’histamine a partir de ’histidine.

C'est donc une substance naturelle presente dans les produits
halieutiques et leurs dérivés (poissons, mollusques, crustacées) [42-47] et
en général chez tous les mammiferes (dans tous les tissus a I’état normal)
[48,49]. On le rencontre aussi dans les fruits (fraise, ananas, banane,
papaye, etc.), dans les légumineuses (poids, soja, lentille, feve, arachide,
tomate, etc.), dans le chocolat et certains fromages (Rocquefort, Guyere,
etc.) [43], dans les ceufs (jaune d’ceuf).

Chez I'homme les tissus ies plus riches en histamine sont le foie, les
poumons et la peau. La teneur en histamine est relativemant faible chez
une personne saine (autour de 1 pg/l de plasma), mais tres importante
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chez une personne malade ; dans certains cas chez un asthmatique elle
varie entre 10 et 100 pg/i de plasma [50].

Chez 'homme ['histamine est fabriquée par des cellules appartenant
& une certaine catégorie de globules blancs (les polynucléaires basophiles
et les mastocytes) au sein desquels elle est stockée dans des granulations
ou elle est libérée dans certaines conditions a but régulatrice ou dans des
phénomeénes d‘allergies. Dans ce dernier cas, le systéme immunitaire
réagit de maniére anormale face une substance appelée allergene (pollen,
poussiére, médicament, etc.) en libérant de I'histamine [42,49].

Dans les produits halieutiques I'histamine provient également de la
décarboxylation enzymatique de I'histidine sous l'effet de la décarboxylase
produite par certains microbes (klebsiella pneumoniae) lors de |la
décomposition du produit (poisson par exemple) [48]. Ici, la teneur en
histamine produite dépe'nd de la température, de la classe microbienne
présente et de la nature du produit. Ainsi, les principales familles de
poissons responsables de l'intoxication a I’'histamine sont les clupéidés
(hareng, sardine) et les coryphénidés (mahi-mahi ou coryphaena hippurus
(dauphin)) [49].

1.B.2. Mode d’action de I'histamine

Dans 'organisme, a l’état normal, I'histamine libérée & faible dose
joue le réie de médiateur chimique du systeme nerveux ou elle assure un
role de réguiation, du systéme nerveux central et périphérique, du
systeme immunitaire, du cceur, des vaisseaux sanguins, etc. [42].

Lors des phénomenes d’allergies ou dans des cas d‘intoxication par
consommation de produits riches en histamine, cette derniere diffuse
rapidement dans les tissus environnants gagnant en 2 min le sang. Elle se
fixe sur des récepteurs histaminiques (H1, H2, H3, H4). Ces récepteurs
sont des glycoprotéines présentes dans les membranes celiulaires. Les
récepteurs histarniniques les plus connus sont le H1 (stimulation de la
phospholipase C) découvert il y a plus de 50 ans et le H2 (stimulation de

'adénylcyclase) découvert en 1972. Le récepteur H1 se situe au niveau



des bronches, de la peau et des capillaires. La stimulation de H1 se traduit
par une contraction des muscles, un accroissement de la permeéabilité
vasculaire (rougeur) et des démangeaisons. Le récepteur H2, lui, est situé
aux mémes endroits mais surtout au niveau de l'estomac, son activation
se traduit par une hypersécrétion d’acide gastrique et une diminution de la
sécrétion de la muqueuse des voies respiratoires et en méme temps
entraine une contraction de I'cesophage. Une description plus détaillée des
effets de l'activation de ces deux récepteurs (H1 et H2) se trouve dans le
tableau suivant (Tab. 1.4). Le récepteur H3 découvert en 1983 par I'équipe
francaise de J. C. Schwartz se situe au niveau du tissu neural et du
poumon ol il joue un réle trés important dans la libération d'histamine au
niveau du systeme nerveux central et périphérique (stimulation de la
vigilance). Le récepteur H4 découvert récemment reste a approfondir car
ses propriétés ne sont pas encore totalement définies. Il reste également
a définir clairement le rble de I'histamine dans les réactions immunitaires,
son rbéle comme messager intercellulaire et son rble probable dans la
croissance cellulaire.

Tab. 1.4. Principaux effets H1 et H2 de I'histamine.

Effets de I'Histamine

H1 (par stimulation de

H2 (par stimulation de

Recepteurs la phospholipase C) __ladényleyclase)
Ralentissement de la Inotrope positi*
Coeur conduction auriculo- Chronotrope positif
ventriculaire {effet sinusal)
Dilatation (rapide et o .
Diatation (durable)
. fugace) . X
Vaisseaux ) Coronaires :
Coronaires : : .
dilatation.

constriction.

Fibres lisses

Contraction

Reldchement

Sécrétion Augmentation de 13
gastrigue sécrétion de HC|
Augmentation de la Effet
Allergie perméabilité immunorégulateur
capillaire probable
Stimulation de la
Systeme nerveux vigilance Hyperpolarisation
central Diminution de cellulaire
'appétit
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L'aggravation de tous ces effets observés ci dessus (sensation de
chaleur, céphalée, tachycardie, collapsus, cedemes, bronchoconstriction,
inflammation et anaphylaxie, ulcére de l'estomac, vomissement, crampe,
diarrhée, &tc.) peuvent conduire dans certains cas a la mort [42,49,].

Fort: heureusement lorsque I'histamine est libérée dans 'organisme,
2 a 3% sont excrétés intactes dans les urines, et une partie est
metabolisée sous forme de méthyl-histamine (50 a 70%) sous l'effet de
l'enzyme fﬂéthy!e transferase et le reste se transforme en acide imidazole
acétique (30 a 40%) sous l'effet de la diamine oxydase ou histaminase
(Fig. 1.12) [50-52].

CHy—COOH
: se N\ /,//l\f
: CH CH Ny, B \S‘\?)ﬁi&g”/v - Acide imidazolacélique
T 2 — Ny

N N ~.Nméthyltransférase
: LT e
1 T e & H z—C H 2-~~~#N Hs .
[Histamine N/'_ \N [————Y—C H,—COOH
| . P _N N
' CHy

G My 3

Methylhistamine Acide méthylimidazolacétique

Fig, L12. Réaction de métabolisme de Ihistamine dans I'organisme.

Dans des cas graves d’allergie ou d’intoxication alimentaire ou
l'organisme n’arrive plus a réguler la teneur d’histamine libérée ou
ingérée, la prise d’antihistaminique est incontournable. Les premiers
antihistaminiques furent proposés, il y a plus de 60 ans. La premiere
démarche était d’empécher la libération de [I'histamine par des
antihistaminiques inhibant la libération au niveau des leucocytes
basophiles. Ces meédicaments ne sont pas tres efficaces car ils freinent
uniquement la production de 'histamine, d'ou l'intérét de s’‘attaquer a la
source de la stimulation des récepteurs (H1, H2) dans le but d’éviter toute
manifestation allergique, cela en injectant dans l'organisme des molécules
qui ont la méme affinité que I’'histamine pour ces récepteurs mais n‘ayant
pas les mémes effets. Ces molécules se fixent de fagon compétitive pour
éviter que I'histamine se fixe. Les médicaments de 1°® génération (1° test

en 1940) ont l'azote du fragment moléculaire alkyle. C’est le cas de la
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prométhazine et de la buclizine mais linconvénient de ces
antihistaminiques est qu’ils n’agissent que sur l'effet vasodilatateur et
'augmentation de la perméabilité capillaire a l'origine des réactions
cedémateuses. Ils ne s'opposent pas aux réactions antigéne/anticorps, ni
a la libération d'histamine. En plus, ils présentent des effets secondaires
graves car la plupart passent la barriere hématoancéphalique entrainant
une action sédative et hypnotique. Les antihistaminiques H1 de 2°™¢
génération font de 'azote une partie intégrante de la pipérazine et de la
pipéridine, leurs seuls avantages par rapport & la 1%® génération est qu'ils
ne présentent pas d’effets secondaires. Afin de prendre en compte les
effets des récepteurs H2, les chercheurs ont mis au point de nouveaux
antihistaminiques qui ont une trés grande ressemblance avec |'histamine
(noyaux imidazole) mais se liant plus fortement sur le récepteur H2. Le
premier fut la burinamide, puis suivront d’autres antihistaminiques H2 car
ce premier a le défaut de ne pas étre administrable oralement. Pour le
récepteur H3, le premier médicament est la thio-péramide (1990).

En plus de ces antihistaminiques, il est possible dans le cas de
I'allergie d’avoir recours a la méthode dite de désensibilisation, qui
consiste a induire une tolérance progressive des patients vis a vis de
I'allergéne mis en cause. Mais la réussite de ce traitement n'est pas
systématique c'est pourquoi de nos jours I'emploi des antihistaminiques
s'est largement généralisé.

Tous ces antihistaminiques ont été mis a jours grace aux différentes
méthodes de dosage de I'histamine et de ces différents métabolites qui
ont permis en partie de mieux cerner son réle dans le mécani{sme de
I"allergie et de l'intoxication scombroide.

1.B.3. Les méthodes de dosage de I'histamine !

De nombreuses méthodes de dosage de ['histamine furent
proposées tant dans les liquides physiologiques (sang, urine, larmes, suc
gastrique) que dans les sources d’intoxications externes notamment les

produits halieutiques et dérivés, qui sont en fait les principales sources de
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protéines de la population mondiale. Ainsi, chaque année de nombreux
cas d’intoxication a !'histamine sont relevés a travers le monde suite
principalement a la consommation des poissons de la famille des
scombridés et des scombrésocidés (thon, bonite, et maquereau) qui ont
donné leurs noms a la désignation médicale de l'intoxication a I'histamine
(intoxication scombroide) et d'autres familles telles que les clupéidés
(hareng, sardine) et les coryphénidés (mahi-mahi ou coryphaena hippurus
(dauphin)) [53]. Une étude de l'agence australienne pour la sécurité
alimentaire a montré que 3,5 % des poissons (soit 1/29) et 14,3% (soit
1/7) des produits dérivés contiennent de I'histamine [47], d'ou la
nécessité d’une réglementation plus sévére en vue de prévenir les
intoxications alimentaires collectives.

Les teneurs en histamine des produits varient entre 50, 100 et 200
Hg/g de produit selon les espéces. Par exemple le mahi-mahi, a la
température ambiante, peu aprés la capture peut avoir dans certains cas
une teneur en histamine dépassant 100 ug/g. La réglementation fixant la
dose de tolérance varie aussi selon les régions, car certaines zones ont
développé une immunité naturelle plus importante a I'histamine que
d’autres, notamment les populations d’Asie qui par leurs habitudes
alimentaires, basées sur une alimentation riche en histamine, supportent
plus l'effet de ce dernier [53].

Dans le but de sécuriser la consommation de ces produits histamino-
producteurs, de nombreuses méthodes d'analyses ont été mises au point
|53-58] depuis la découverte de 'histamine en 1916. Un intérét particulier
a été apporté a la détermination d‘un indicateur chimique pouvant
permettre de doser la teneur en histamine dans de nombreuses matrices,
soit de facon directe (détermination directe de la teneur d’histamine) ou
de fagon indirecte en essayant de faire une corrélation entre cet

indicateur et la teneur en histamine de l'échantillon.
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I.B.3.1. Méthodes de dosage indirectes

Il est clairement démontré que I'histamine est produite pendant la
periode post mortem par action microbienne. Cela entraine en plus de la
toxicité, une altération du produit. 1l arrive ainsi de confondre le degré de
toxicité d’un échantillon et son degré d’altération bien qu’ils ne soient pas
toujours liés. Le premier renseigne sur la présence de substances nocives
tels que I'histamine, les toxines, les métaux lourds, etc. alors que le
second renseigne sur la perte de la qualité de la chair par altération
autolytique ou microbienne.

Le degré d‘altération d’un échantillon est généralement déterminé
par le dosage des amines biogenes (putrescine, cadaverine, tyramine,
I'histamine, etc.) ou par la méthode ABVT (Azote basique volatile total).
Ainsi, Il est possible en dosant les teneurs en putrescine, cadaverine,
tyramine, histamine, etc. d’un échantillon de connaitre son état car ces
amines biogénes sont libérées par décarboxylation enzymatique des
acides aminés respectifs |'ornithine, la lysine, la tyrosine et I'histidine.
Farn et Sims [59] ont montré qu’a 20°C la production de cadaverine et
d’histamine augmente de facon exponentielle aprés une période initiale de
latence d’environ 36 heures et que la teneur en putrescine augmente
lentement aprés une phase initiale de latence de 48 heures. Le taux de
cadaverine peut atteindre 5 a 6 ug/g de thon. Comme la putrescine et la
cadaverine, I'histamine libérée dans des conditions similaires sert aussi
d’indicateur de toxicité de I’échantillon car cette substance est identifiée
comme étant la source de l'intoxication scombroide. Malgré ces similitudes
entre I'histamine et les autres amines biogenes il n‘existe pas une bonne
corrélation entre sa teneur et les teneurs des autres amines biogenes.
Ainsi, 1l est démontré que le stockage sous glace ou en anaérobie ne
génére pas toujours d’histamine, mais n‘empéche pas la libération des
autres amines biogénes et la detérioration de la qualité de la chair du
produit [59,60]. Cela est certainement lié au fait que les microbes
responsables de la libération de la putrescine et de la cadaverine sont
psychrotrophiques (se déveioppent plus au froid) alors que ceux
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permettant la libération d’histamine sont mésophyliques (se développent
plus au chaud) et sont aérobiques [53,60]. Par ailleurs bien que ces
amines biogenes soient de trés bons indicateurs d’altération, leur absence
dans certains échantillons ne signifie pas que le produit n‘est pas altéré
car il existe un autre mode d‘altération en dehors de [altération
microbienne a savoir {'altération autolytique. Ainsi, dans la recherche de la
qualité et de son évolution dans les produits halieutiques, en plus de la
recherche des teneurs des amines biogenes, la méthode ABVT (Azote
Basique Volatile Total) est egalement utilisée afin de bien saisir I'état de
détérioration du produit grace a la détermination de sa teneur en amines
volatiles. En effet, aprés la période post mortem nous assistons aussi a
I'altération autolytique qui est indépendante de Ialtération d’origine
microbienne [60]. Cette altération précéde la libération des amines
biogenes, elle est causée par les enzymes propres du produit. Les amines
volatiles dosées par ABVT (TMA, DMA et NH3) provienneht en grande
partie de l'altération autolytique.

< La triméthylamine (TMA) est produite par altération autolytique
suite a la réduction enzymatique de l'oxyde de triméthylamine (OTMA),

< La diméthylamine (DMA) est libérée aussi pendant |'altération
autolytiquée a partir de l'adénosine ou de I'OTMA sous l'effet de I'OTMA
diméthylase (enzyme present dans certains poissons (gadidés)),

o L’arﬁmoniac (NH3) est produit par altération autolytique de
'adénosine monophosphate (AMP) mais aussi par la décarboxylation
bactérienne des acides aminés libres, des protéines, des protides, des
nucléotides et de I'uree.

Ces 3 amines constituent les composants essentiels de I'ABVT mais
cette meéthode bien que simple selon les travaux de Relibein et
Oehlenschlager [61] n’est pas fiable pour déterminer la détérioration dans
les dix premieres journées de la conservation sous glace. Par ailleurs la
valeur d’ABVT dépend de la méthode utilisée ; les résultats de six
différentes méthodes analytiques (les plus utilisées) présentent peu de

concordance [62]. Ainsi, chaque méthode a son propre seuil de tolerance.
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Il n‘existe non plus pas de corrélation entre la méthode ABVT et les
methodes basées sur la détermination simple de la TMA ou de I'ammoniac
(NH3) [63] qui sont pourtant ses constituants essentiels. La méthode
ABVT permet de voir 'altération d'un produit de maniere relatif, mais ne
permet pas de donner des renseignements sur sa toxicitée en général ni
sur sa teneur en histamine en particulier [60,62,63]. Les études
analytiques de détermination d‘altération (cadaverine, putrescine, TMA,
DMA, ABVT, etc.) ne permettent pas d’avoir des informations fiables sur la
teneur en histamine mais servent de tests complémentaires pour I'étude
de la qualité de I'échantillon,

D’autres études de dosage indirectes de I'histamine sont basées sur
I'étude du pH du milieu puisqu'il s'avere que la libération de {'histarnine se
traduit par une élévation de pH [53]. Mais l'interférence due aux autres
amines biogénes et acides aminés libérés en méme temps que |’histamine
dans le milieu fait que cette méthode est inappropriée. En effet, des
droites de calibration établies entre la teneur d’histamine déterminée par
les méthodes quantitatives (CLHP, CPG et fluorimétrie) et le pH du milieu
donnent des coefficients de corrélation faibles (autour de 0,68). Cette
valeur indique qu’il est difficile de déduire de fagon fiable la teneur en
histamine a partir du pH de la matrice a analyser.

Actuellement de nombreuses méthodes enzymatiques sous forme de
"kit” [64] sont sur le marché et sont utilisées avec plus de précision que
dans le cas du pH car elles permettent d’avoir rapidement des
renseignements précieux a titre qualitatif (détection du seuil de tolérance
par colorimétrie) et semi-quantitatif. Pour des études plus précises ces
meéthodes sont limitées. Au début le principe de ces méthodes
enzymatiques repose sur l‘alkylation enzymatique de [I'histamine par
I'emploi d'un groupe meéthyl marqué par un traceur radioactif. Cette
methode est peu pratique d'ou l'intérét pour une autre méthode consistant
a catalyser enzymatiquement la conversion de I'histamine en imidazole
acétaldéhyde puis a doser le peroxyde d’oxygéne produit lors de cette
transformation. Toutes ces méthodes enzymatiques, en plus du fait

46



qu’elles ne permettent pas une detection directe de la teneur en histamine
de I’échantillon, laissent subsister les questions d’interférences avec les
autres amines biogénes. Dans certains cas, elles sont jugées trop
fatigantes, car exigent deux extractions longues et une période
d'incubation de 2 heures [55]. En plus, elles lient la teneur d’histamine a
un changement de couleur de la solution ; ce qui les transforme en tests
véritablement sensoriels.

Desi méthodes biologiques [44,45,48,53,65] ont été également
employées, car il est clairement démontré que, pendant la période post
mortem, la population bactérienne klebsiella pneumoniae
(psychrotrophique et mésophilique) responsable de I‘altération
bactérienne est fonction de la température. Ainsi entre 0 et 10 °C c'est le
developpement du groupe psychrotrophique qui est important par rapport
au groupe mésophilique, tandis qu’au-dela de 21 °C on observe
uniquement le développement du groupe mésophilique. D'autre part, a la
tempeéerature ambiante, la croissance de la population bactérienne est tres
rapide dans le temps qu'a faible température. Des études ont montré qu‘a
37 °C elles peuvent produire 442 mg d’histamine par 100 g de thon dans
une période de 7 H [65]. Malgré toutes ces observations, le fait que les
classes bactériennes aient une évolution tres contrastée avec la
température et du fait que ces bactéries sont différemment histamino-
producteurs [53], l'utilisation des méthodes biologiques restent trés
délicate, car le taux d'amine biogene formée est fonction des espéces
bactériennes mais aussi de la température et du temps d'exposition, et
peut dépasser 1000 ppm dans certains cas [63].

Enfin, le test indirect le plus utilisé est celui du test sensoriel qui
consiste a déterminer la qualité du produit en se servant des organes de
sens [53,60,66]. Ce test se fonde sur l'odeur, 'apparence des yeux, les
branchies, la couleur de la peau, les intestins, la fermete, la couleur et
'odeur des muscles. Pour un ensemble de juges donnant une note
imoyenne variant entre 10 et 1 pour un produit analyseé : la note moyenne

de 10-9 correspond a un échantillon frai, 8-6 a un échantillon faiblement
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décomposé, 5-3 a un échantillon définitivement décomposé et 2-1 a un
echantillon en état de décomposition trés avancée. Une corrélation de
0,82 est obtenue entre la teneur d'histamine détectée de facon
quantitative (CLHP+fluorimétrie) et ces différentes notes moyennes
attestant de I|'etat de I'échantillon [53]. Cette corrélation permet
actuellement avant une analyse quantitative de pouvoir sélectionner avec
succes les produits suspects. Dans ce test, parmi toutes les
caractéristiques utilisées, I'odeur donne la meilleure corrélation (0,83)
devant toutes les autres. Ici aussi, comme les autres méthodes indirectes,
la voie sensorielle a ses inconveénients car elle n'est pas quantitative. Elle
permet juste d’identifier les échantilions en décomposition avancée ou
semi-avanceée car il faut savoir qu’avant méme de constater une difference
d’odeur avec I'échantillon étalon frai, la production en histamine dans le
produit est dans certains cas déja supérieure au seuil de tolérance
[53,60]. En plus, Le rapport entre la classe sensorielle et le taux
d'histamine dépend du type de décomposition présent dans le poisson et
du niveau de compétence de l'analyste sensoriel. Former des analystes
sensoriels a reconnaitre des odeurs et standardiser leurs décisions est un
processus complexe et colteux qui exige la formation minutieuse par des

experts sur des echantillons de composition inconnue.

I.B.3.2. Les méthodes de dosage direct

Pour ce qui concerne les méthodes directes c'est a dire perimettant
une détermination directe de la teneur en histamine d'un échantillon a
travers une relation liant cette derniere avec des observables
(absorbance, intensité de fluorescence, intensité du pic du
chromatogramme, etc.), de nombreuses méthodes guantitatives ont été
utilisées. Les méthodes UV-VIS, IR, CCM , CPG, CLHP avec détection UV-
VIS ou IR et les méthodes fluorimétriques (étude fluorimétrique directe,
ou apres prétraitement pré ou post colonne et coupler avec la CLHP ou la

CPG [30,56-59]. Comme I'histamine n’est pas fluorescente, un dérivé
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fluorescent est fermeé avec un dérivatiseur approprié. Le sensibilisateur le
plus utilisé est I'orthophthalaldéhyde (OPA).

Les premieres meéthodes quantitatives se caractérisent par un
manque important de sensibilité (LD~1 pg/ml) et surtout beaucoup de
problemes d’interférences dues dans certains cas a un effet de
recouvrement de bandes spectrales (UV-VIS et IR), car beaucoup
d’amines absorbent dans la méme zone que 'histamine. Dans d’autres cas
(CCM, CPG, CLHP+UV-VIS), elles se caractérisent par leurs mauvaises
résolutions. Le temps de réetention de I'histamine et de nombreuses autres
amines sont souvent similaires donnant un déplacement quasi identique
pour I'histamine et ces dernieres. La chromatographie sur couche mince
est certes bon marché et permet beaucoup d'analyses sur une plague,
mais elle est semi-quantitative [67]. Pour ce qui concerne la CLHP avec
une derivatisation pré-colonne ou post-colonne, elle implique des
extractions liguide/liquide qui sont wun facteur limitant dans Ia
quantification [68,69]. La CPG comme les autres méthodes
chromatographiques se caractérise par une limite de détection de l'ordre
du ppm.

De toutes les methodes jusque la utilisées, c’est la voie
fluorimétrique qui a donné les résultats les plus satisfaisants. Une
méthode fluorimétrique officielle AOAC (977.13) [57] a été utilisée
régulierement pendant 20 années comme méthode de base pour le
contrble réglementaire de I'histamine dans le poisson [70]. Cette méthode
a subie une légere modification en 1997, ainsi au lieu d’'une extraction de
l'analyte dans 100% de methanol, la nouvelle méthode demande une
extraction dans 75 :25 méthanol/eau afin que les autres amines biogenes
tels que la cadaverine et la putrescine puissent étre déterminées du méme
échantillon par la méme occasion [58]. Les coefficients de corrélation
entre les intensités mesurees et les teneurs d’histamine sont toujours
autour de l'unité, en plus on note une tres grande sensibilité (LD~10-100
ng/mi) et une grande sélectivité car il est possible de doser I'histamine en

présence des autres amines biogenes et acides aminés du milieu
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réactionnel. Cette méthode (méthode 977.13) qui est la méthode de
référence dans le monde pour le dosage de I'histamine se fonde sur une
détection fluorimétrique apres formation en milieu alcalin d’un fluorophore
entre l'histamine (de I'échantilion a analyser) et I'OPA. Mais du fait de
Iinstabilité du complexe fluorophore obtenu en milieu alcalin, 3 a 4
minutes aprés la condensation, le milieu est acidifié afin de ralentir la
réaction. Apres acidification, la stabilisation définitive du fluorophore
nécessite 25 min avant de faire la mesure fluorimeétrique du signal.
Ajoutée aux temps de préparation des solutions étalons et de calibration,
cette méthode nécessite un temps d’analyse long.



DEUXIEME PARTIE

51



TECHNIQUES EXPERIMENTALES

II.A. Produits utilisés
II.A.1. Les solvants

II.A.1.1. Solvant polaire protique

Dans cette étude, nous avons utilisé I'eau distillée et les solvants
organiques suivants qui sont tous de qualité spectroscopique : le méthanol
(Prolabo, 99.8% m/m); l'éthanol (Sigma Aldrich, 99.99% m/m); le
propan-1-ol (Merck, 99.7% m/m); le butan-1-ol (Sigma Aldrich, 99.5%
m/m).

II.A.1.2. Solvant aprotique

Les solvants polaires aprotiques utilisés sont l'acétonitrile (Janssen
Chimica, +99% m/m); le DMF (Sigma Aldrich, 99.8% m/m) et le DMSO
(Janssen Chimica, +99%).

Dans la classe des solvants aprotiques apolaires nous avons utilisé
I'hexane et le cyclohexane (Sigma Aldrich, +99% m/m). Tous ces solvants

sont de qualité spectroscopique.

I1.A.2. les réactifs analytiques

L'amino-2 éthyl - 4 imidazole appelé histamine (96%, m/m) ; le 4-
phenyl-spiro  [furan -2 (3H), 1’-phathalan]-3,3'-dione) appelé
fluorescamine (98%, m/m); le 1,2-benzénedicarboxaldehyde (OPA)
(97%, m/m) et I'hydroxyde de sodium (97%, m/m), ont été achetés chez
(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Allemagne). L'acide chlorhydrique (36%,
m/m, d=1,17-1,18) provient de chez VWR international S.A.B (France).

I1.A.3. les réactifs d'extraction

Pour le processus d’extraction de I'histamine de I'échantillon réel, les
produits suivants ont été employés : l‘acétate de sodium (CH3COONa,
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3H,0, 99%, m/m); l'acide acétique (CH3COOH pour analyse cristallisable,
France) et l'acide trichloroacétique (TCA,

99-100%, m/m) (Labosi,
CCI3COOH, d=1,62) (Janssen Chimica).

I1.A.4. Les Surfactants
Le chlorure de cétyltriméthylammonium (CTAC, 25 %, m/m en

solution aqueuse, d=0.968); le sulfate dodécyle de sodium (SDS, 98%,

m/m) et le Brij-700 (n=100) proviennent de Sigma Aldrich.

I1.A.4.1. Propriétés des surfactants
< Le chlorure d'hexadécyl-triméthylamonium ou le chlorure de cétyl

trimethylamonium (CTAC) : C’est une molécule tensioactive cationique de

formule CH3(CH3)1sN(CH3)sCl.
| A

+
V/\\/\\/\//\/A“M a
N / \
Sa concentration micellaire critique (cmc) en solution aqueuse

est 1,3x107° M.
Le sulfate dodécyle de sodium (SDS): C'est une molécule

\J
0’0

tensioactive anionique CH3(CH;):10S03Na.
6]

\/\/\/\AA/O““‘}ESIl —O0""Na

0

Sa concentration micellaire critique (cmc) en solution aqueuse

est 8,6x107° M.
< Le Brij -700 ; c’est une micelle neutre de formule :

r:lSH:}?(OCHzCHz)lOOOH.

oA OCHCHY ) 0oOH

Sa concentration micellaire critique (cmc) est 2x10° M en solution

agueuse.
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II.B. Instrumentation

I1.B.1. Spectre UV-Visible
Les spectres d’absorption UV-Vis de I’'histamine, la fluorescamine et
du dérivé histamine+fluorescamine dans le méthanol sont réalisés a I'aide

d’un spectrophotometre UV-Vis Hélios Gamma (ThermoSpectronic) relié a
une imprimante matricielle EPSON LQ 1170 (ESC EPSON).

I1.B.2. Spectre de Fiuorescence

La mesure du signal de fluorescence est réalisée a la température
ambiante avec un spectrophotofluorimétre Kontron Modeéle SFM-25
(Zurich, Suisse) relié a un ordinateur et piloté par le logiciel Lcwin.

Une micropipette pipetman de 20 pl (Gilson, France) et une cuve en
quartz (1 cm) (Hellma, Mulheim, Allemagne) sont utilisées pour

respectivement les prélevements et les mesures analytiques.

11.B.3. Spectre infra rouge (IR)

Les spectres IR ont été enregistrés a la température ambiante avec

un spectrophotomeétre a transformé de Fourrier (Perkin Elmer). Le ‘spectre
de I’échantillon dans le méthanol est réalisé avec une cellule de KBr. Tous
les Spectres ont été traités par un logiciel approprié (Spectrum version
3.02.01, Perkin Elmer).

Des spectres IR de |'histamine et de la fluorescamine en phase
gazeuse de la banque de données de linstitut national des normes et
technologie des USA (NIST/USA) sont utilisés [71].

11.B.4. Spectre de masse

Les spectres de masse ont été réalisés a l'aide d'un spectrometre de
masse couplé d’'un appareil de chromatographie en phase gazeuse (Carlo
Erba Instruments modéle QMD 1000 GC-MS).

Des spectres de masse de l'histamine et de la fluorescamine de la

banque de données ont été également utilisés [71].
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I11.B.5. Extraction de |I'histamine
Pour l'extraction de I'histamine de l’‘échantillon réel, nous avons

utilisé un broyeur (Moulinex, France), une colonne chromatographique a
vanne d‘arrét en PTFE et fritté en verre porosité 40-60 um (Fisher) et une
résine Amberlite GC 50 type I (100-200 mesh) (Prolabo).

I1.B.6. Traitement des résultats

Le signal de fluorescence est mesuré aux longueurs d’‘onde fixes
d’excitation (kex) et d’émission (kem) Maximales analytiques du complexe
histamine-fluorescamine en évaluant la hauteur du pic spectral.

Toutes les mesures de fluorescence pour le dosage sont corrigées
avec le solvant (Ir=Imesuré-Isovant) €t les différentes mesures analytiques
sont realisees dans les mémes conditions de voltage (HV=400) et de
<ensibilité (facteur=1,5).

Les calculs, les courbes et les traitements statistiques sont faits avec

les logiciels Microcal Origine 6.00 et Microsoft Excel 7.00.

I1.C. Procédure expérimentale

I1.C.1. Préparation des solutions

Les solutions meres d’histamine sont préparées dans I’eau ou dans
un meélange eau-méthanol (25 :75 v/v). La fluorescamine est préparée
cans les différents solvants organiques utilisés afin d’éviter son hydrolyse.
Ces solutions sont protégées contre la lumiere avec du papier aluminium.
Elles sont conservées a la température du laboratoire (autour de 23 °C).
Le complexe fluorophore histamine-fluorescamine est préparé dans une
fiole de 5 ou 10 ml a partir des volumes d’histamine et de fluorescamine
requises pour une concentration donnée avant de compléter a 5 ou 10 ml

avec le solvant approprié.

55



11.C.2. Méthodes de mesure

La mesure de la fluorescence du complexe histamine-fluorescamine
se fait a concentration variable; il est donc important de voir la procédure
permettant d'atteindre cet objectif. Dans le présent travail, nous avons
testé et comparé 3 méthodes de mesures a savoir, la méthode par ajout
successif, la méthode par mesure répétitive et la méthode par dilution.

> Procédure par ajout successif

Elle consiste @ mettre la solution de fluorescamine dans la cuve et a
ajouter chaque fois un certain volume d’histamine et enregistrer le
spectre. Elle est trés pratique et minimise les erreurs liées aux mesures
mais, elle est inutilisable en milieux micellaires pour les raisons de
cosolubilisation et du fait aussi que la fluorescamine est facilement

hydrolysable.

> Procédure par mesures répétitives

Dans cette procédure, aprés chague mesure, il faut verser le contenu
de la cuve, rincer, puis reprendre pour une autre concentration. Elle
permet certes de trouver de tres bons résultats, mais elle est tres
fastidieuse et plus susceptible d’engendrer des erreurs experimentales sur

les différentes concentrations.

»> Procédure par dilution

Lorsque le complexe est stable, c'est a dire que le signal de
fluorescence reste constant durant un temps suffisant (30 min par
exemple), il est possible de faire une dilution de la solution se trouvant
dans la cuve et de mesurer les nouvelles valeurs du sigpat de
fluorescence. Tout se passe comme si on y avait introduit de nduveiies
solutions ayant les mémes concentrations que les solutions obtenues par
dilution dans l'eau. Il est ainsi possible d’établir une droite de calibration

I, = f([histamine]), reéduisant les erreurs de dosage dues a la méthode
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répétitive. L'emploi d'une telle méthode exige la connaissance des effets
de la moindre variation des facteurs du milieu.

Une étude comparative des deux derniéres procédures (répétitives
et par dilution) dans l'eau montre qu’il est possible d’utiliser V'une ou
autre des deux méthodes avec la plus grande précision. La courbe de
calibration est quasi identique pour les deux methodes (Fig.II.1). Le
coefficient de corrélation de la méthode répétitive (R=0,996) est
légérement inférieur a celui de la méthode par dilution (R=0,999), cela
s’explique aisément par l'accumulation des erreurs expérimentales sur les

différentes concentrations dans la méthode répétitive.

~i[Fluorescamine} =4 x 10° M
[histaminel= variable

100

R = 0,999

dilution

intensité de fluorescence

¥
Concentration {mol/L} e

Fig. II. 1. Calibration dans [’eau par dosage Répétitif (A) et dosage par dilution (0).

I1.C.3. Procédures d’extraction de I’histamine
La méthode d’extraction que nous avons utilisée est celle de Lerk et

Bell en milieu trichloroacétique (TCA). Nous l'avons toutefois adaptée a
notre sensibilisateur (fluorescamine), étant donné que la méthode est
prevue au debut pour la condensation de [I'histamine avec
I'orthophthalaldehyde (OPA).

» Solutions a préparer

Nous !avons préparé un litre de NaOH 1 N, 1 litre de HCI 0,2 N, 1 litre
d’acide tréchioroacétique (TCA) 10% et 1 litre de tampon acétate 0,2 M,
pH 4,62 a partir de solutions CH3;COOH et CH;COONa toutes 1 N;
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l'ajustement du pH a été réalisé par la solution CH;COOH 1 N et une
solution NaOH 1 N assisté d’'un pH meétre digital.

> Préparation de la colonne
1 g de la résine Amberlite GC 50 est trempé dans 200 mi de tampon
acétate pH 4,62, puis nous transvasons la solution de résine obtenue dans

la colonne jusqu’a avoir un banc de 10 cm de résine.

» L'extraction de I’'histamine

Nous avons prélevé plusieurs morceaux sur le poisson que nous avons
transformé en pate a l'aide d’un broyeur Moulinex. 10 g du broyat est
placé dans 90 ml de TCA 10%, nous mélangeons au moins pendant 15
min, puis a l'aide d’un papier fiitre nous recueillons dans une fiole de 50
ml le filtrat susceptible de contenir de I’'histamine a la concentration Cs. La
fiole de 50 ml est recouverte de papier d'aluminium afin d’eviter l'effet de
la lumiére sur cette solution.

» Purification de I'histamine
Dans un bécher, nous prélevons 8 ml de cette solution a laquelle nous
ajoutons 12 ml de tampon acetate pH 4,62 afin d’obtenir une solution de

. 8xC
concentration C; (C, =——L

), puis nous transvasons le tout dans la

colonne avec un écoulement préalablement fixé a 1 goutte/3 secondes. Le
bécher est ensuite rincé par 30 ml de tampon acétate que nous versons
dans la colonne cette fois en ouvrant totalement le robinet. En fait nous
exploitons ici la sélectivité due a l'acidité du milieu pour une séparation
sélective dans la résine de I'histamine des autres amines non précipités
par la solution de TCA. Ainsi aprés plusieurs lavages, les autres amines
sortent de la colonne, tandis que I'histamine (pKa=5,0 et 9,7) reste fixée
dans la résine. Il est alors possible de la récupérer par €lution au moyen
d’'une solution acide (HCI 0,2 N).
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> Récupération de I'histamine

Aprés cette phase de séparation, I’histamine fixée sur la résine est
récupérée dans un bécher a l'aide de 18 ml d’une solution d’acide
chlorhydrique HCI 0,2 N en ouvrant totalement le robinet de la colonne.
Avec de |'eau distillée, nous complétons a 20 ml afin d’obtenir une solution
de concentration C, normalement égale a C;. Si toute I'histamine fixée sur
la résine est recueillie, sinon il faut tenir compte du taux de récupération

(t %) de la colonne. Dans ce cas, (, =t%x(,. La valeur de t est obtenue a

'aide du test de fiabilité des différentes méthodes. Ainsi ¢ - £ *3 avec 5
270,25

ml le volume final de condensation, et 1 ml de volume de la solution
d’histamine+75 % de meéthanol ou acetonitrile et Cnes la concentration
molaire en histamine déterminée a 'aide de la courbe de calibration. On
obtient ainsi pour 8 ml de filtrat la concentration

¢ L 20 x(C,, x5)x 1005000 x ¢, , La masse d’histamine dans les 10 g de
¢ 8§ x1x0,25 t

chair traité dans 90 mi de TCA est donc :

g oo G M 90 X 5000 < L, x M 450 < C,, x M avec M la masse molaire

1000 1060 x ¢ ¢

de I'histamine (M = 111,15 g / mol). La teneur T (ug/g de produit) en
histamine; definie comme étant la masse d’histamine en pg dans 1 g de

) 4 {:‘v_ -y )\ G /v
chair est T = SOXI(I}O\( e XM _ 45x10"xC,, x M (10)
X { !

» Controle de I'efficacité de la procédure d’extraction

Il comprend trois phases et apres chaque étape la résine est
régénérée par une solution HCl 1 N,

La premiére se fait avant le début de la procédure d’extraction des
échantillons réels : trois solutions étalons d’histamines furent soumises a
la méme procédure similaire d’extraction que les échantillons reels. La
mesure de leur signal de fluorescence donne un pourcentage de
recouvrement moyen de 98 % aprés comparaison avec les mémes

concentrations d’histamine non passés a la résine.
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La deuxieme phase consiste a faire passer par la méme colonne juste
apres la procédure d’extraction, 20 ml du tampon acétate en ouvrant le
robinet. La solution obtenue mélangée avec la fluorescamine ne présente
pas de signal de fluorescence a 460 nm. De méme aucune émission n’est
observée lorsque la colonne est a nouveau lavée avec une solution de HCI
0,2 N. Ce test montre bien que la presqgue totalité de I'histamine présente
dans la colonne est récupérée lors du premier traitement.

Dans la troisieme phase, le précipité, résultant de la phase
d’extraction est relavé avec du TCA puis refiltré. La solution obtenue est
passée a la résine comme précédemment. Le spectre d'éhﬂssion
présentait un signal trés faible aprés addition de la fluorescamine

démontrant que I'histamine a été totalement récupérée du poisson.:

!
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre III.A. Le dérivé histamine-fluorescamine

L’histamine est une molécule non fluorescente. Par conséguent, son

analyse fluorimétrique nécessite sa conversion en un dérivé fluorescent.
C'est pourquoi, nous avons opté pour l'utilisation de la fluorescamine
également non fluorescente comme dérivatiseur. En effet, de nombreuses
études ont montré que la fluorescamine forme un complexe fluorescent de
fagon instantanée et spécifique (pH 7-10) avec les amines primaires [6,7].
Le fluorophore formé est excitable avec une lumiere polychromatique
autour de 390 nm pour une émission entre 475 et 490 nm. Le signal de
fluorescence observé en mélangeant les deux solutions (histamine et
fluorescamine) résulte donc probablement de la formation d’'un complexe
fluorophore entre les deux réactifs conformément a Vaction de Ila
fluorescamine sur les amines primaires.

Dans ce travail nous montrerons la formation du complexe et nous
essayerons a la différence des autres méthodes fluorimétriques d’identifier
la structure du dérivé fluorophore. En effet, malgré un emploi courant des
dérivatiseurs dans les différents méthodes de dosages (amines biogenes,
protéines et autres résidus organiques) l'étude de la structure du dérivé
fluorophore a été trés rarement abordée par les analystes. Aussi, malgré
un usage répandu de I'OPA comme sensibilisateur pour le dosage
fluorimétrique de I'histamine (depuis 1959), une étude de caractérisation
du complexe histamine-OPA n’est pas disponible. Cela est certainement lie
a la mise en avance des propriétés analytiques au dépend de toute
considération structurale du fluorophore lui-méme. |

Pour répondre en partie a cette insuffisance dans le cas du dérivé

i

fluorophore histamine-fluorescamine, nous avons réalisé:

% Une étude en absorption uv-visible des réactifs et du dérivé |
fluorophore,

< Une étude en spectroscopie d'excitation et d’émission de

fluorescence du dérivé fluorophore histamine-fluorescamine,
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< Une étude en infra rouge de I'histamine, de la fluorescamine et
du mélange équimolaire de ces deux réactifs dans le méthanol. Ces
résultats sont comparés aux spectres IR de référence des réactifs [71],

% Une étude Chromatographique afin de séparer les différents
constituants du milieu reactionnel,

< Une étude en spectroscopie de masse des différents produits
observés dans le chromatogramme précédent. Les spectres obtenus sont
comparés avec ceux de référence de l'histamine et de la fluorescamine
[71].

III.A.1. Réaction de Condensation

Selon Udenfriend et Weigele la réaction entre la fluorescamine et les
amines primaires (Chap. I.A.2.1) se fait de facon instantanée en milieu
alcalin (t1,2=0,5 s) pour donner un dérivé pyrrolinone (fluorophore) selon
la fig. III.A.1.

R ©
@I

Pyrrolinone
(fluorophore )

Fluorescamine
\ 0
N
@ H OH - rearangement
~CO3H

Acide tétramique Lactone

Estérification

Fig. II1.A.1. Réaction de condensation: entre la fluorescamine et les amines primaires:
Ivolution du dérivé fluorophore (pyrrolinone).

L'évolution finale du complexe est fonction de la nature de l'amine
primaire mais aussi du pH du milieu. Ainsi en milieu acide, le dérivé
pyrrolinone (fluorophore) se dégrade pour donner un dérivé lactone (non
fluorescent) qui peut subir a son tour une transformation structurale
profonde iaboutissant au dérivé acide tétramique. Suivant le méme

principe décrit pour les amines primaires en général [6,7], la réaction de
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condensation entre la fluorescamine et I'histamine se traduira donc par la
substitution de l'oxygene de I'hétérocycle spiro de la fluorescamine par
l'azote de la fonction amine primaire de I'histamine (Fig. I11.A.2). Cette
réaction se fait & la température ambiante de fagon instantanée en milieu
neutre ou alcalin.

VU

Fluorescamine Histamine Pyrrolynone attendu

Fig. IILA. 2. Réaction de condensation entre [’histamine et la fluorescamine.

II1.A.2. Facteurs affectant la réaction de condensation

ITI.A.2.1. Le milieu aqueux

Nous nous proposons ici d’examiner 'influence de la présence d'eau
sur la réaction de formation du complexe histamine-fluorescamine.

Afin de realiser cette étude, nous avons préparé [histamine
(6,56x107° M) et la fluorescamine (5x107 M) dans le methanol. Dans la
cuve de mesure nous introduisons 20 ul d’histamine 6,56x10> M auquel
nous ajoutons un volume V (ml) d’eau (0-2,5 ml). Aprés agitation nous
ajoutons 100 pl de fluorescamine 5x10° M. Aprés une seconde agitation
nous complétons éventuellement a 2,5 ml par de l'eau distillée (fig.
IT11.A.3).
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{histamine] = 5.3 x 10° M
[Fluorescamine] = 2 x 10 M
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% d'eau dans le milieu de condensation

Fig II1.A.3. Effet de I'eau sur la réaction de condensation de [’histamine avec la
fluorescamine.

Nous remarquons que plus la quantite d’eau dans le milieu réactionnel
augmente, plus le signal de fluorescence diminue. Cette baisse de signal
est due a la réaction de compétition entre les molécules d’eau et
I'histamine vis a vis de la fluorescamine, qui comme nous le savions est
une molécule tres hydrolysables (t;>=5-10 s).

Ainsi, afin d’augmenter la sensibilité de notre méthode, il est
nécessaire de faire la condensation entre la fluorescamine et I'histamine

dans un milieu tres faiblement aqueux.

II1.A.2.2. Ordre d’ajout des réactifs

A cause des problemes dus a l'effet de cosolubilisation de solutés
multiples dans les micelles, I'ordre d'ajout des différents constituants dans
le milieu réactionnel peut étre déterminant pour les mesures a effectuer.
Nous avons pu ainsi mettre en évidence 3 schémas différents pour la

préparation de la solution finale a mettre dans la cuve de mesure.

» Procédure 1 (HMF)
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Dans cette procédure, les différents produits sont introduits dans la
fiole dans l'ordre suivant : histamine (H)+micelle (M)+fluorescamine (F),
avant de compléter avec l'eau distillée jusqu’au trait de jauge.

» Procédure 2 (FMH)
Dans la procédure 2, lordre dajout est le suivant:

fluorescamine+micelle+histamine.

» Procédure 3 (HFM ou FHM)
L'ordre d’ajout pour cette procédure est : histamine +fluorescamine ou

l'inverse, puis la micelle.

> Conclusion des 3 procédures

Pour une méme concentration des produits (histamine 5x10°® M et
fluorescamine 5x10° M) dans les 3 cas, lintensité de fluorescence
mesurée est de: 3, 5 et 135, respectivement pour la procédure HMF, FMH
et HFM ou FHM.

Le spectre d‘émission du complexe histamine-fluorescamine en
solution micellaire de SDS (Fig. III.A.4) et dans les 2 autres micelles

donne des effets similaires.

200 —d Histamine 5.10°M
Fluorescamine 10°M
1: Histamine + micelle (SDS) + fluorescamine
g 2: Fluorescamine + micelle (SDS) + histamine
g 150 3: Histamine + fluorescamine + micelle
¢
)
é 100
° 3
o
2
2
O 50 H
&
£
4 2
0 - - T Y T e T ¥ T S T
400 420 440 460 480 500 520 540

Longueurd'onde {nm)

Fig. ITI.A.4. Spectre d’émission du complexe histamine-fluorescamine suivant
I"ordre d’ajout des différents constituants.
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Ces résultats montrent que la procédure 3 est la mieux indiquée
pour le dosage de I'histamine par la fluorescamine en solution micellaire
aqueuse puisque pour les deux premieres, la micelle empéche la
formation du complexe entre la fluorescamine et l'histamine. Cela est
probablement dd a une encapsulation de I'un ou l'autre des réactifs, ce qui

se traduitipar une faible émission de fluorescence.

II1.A.2.3. La concentration de la fluorescamine
I11.A.2.3.1. Steechiométrie du complexe histamine-fluorescamine

Nous avons d‘abord commencé par déterminer la stoechiométrie de
la réaction de condensation entre i'histamine et la fluorescamine en milieu
organique. En effet, cette étude ne saurait étre conduite en solution
aqueuse ou la réaction d’hydrolyse de la fluorescamine pourrait entrer en
compétition avec celle de la formation du complexe. Ainsi a partir de
solutions meéthanoliques des 2 composeés, lorsque des quantités
croissantes d’histamines (comprises entre 4x107 M et 3,2x10® M) sont
ajoutées a une concentration fixe de fluorescamine (2x10°® M), une
augmentation progressive du signal de fluorescence est observée. La
courbe représentant la variation de l'intensité de fluorescence relative du
complexe formé en fonction de la concentration de |'histamine donne 2
droites avec des coefficients de corrélation largement supérieurs a 0,9
(fig.III.A.5). La premiere droite caractérise la formation progressive du
complexe tandis que la seconde, avec une pente plus faible, correspond
au surplus d’histamine dans le milieu réactionnel. Le point de rencontre
des 2 droites marque nettement la fin de la réaction. Ce résultat montre
que la reaction de condensation entre 'histamine et la fluorescamine est
bien dordre 1:1.
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Fig. IIL.A.5. Steechiométrie de la réaction de condensation entre ["histamine
et la fluorescamine.

111.A.2.3.2. Optimisation de la concentration de la fluorescamine
D'aprés |'étude précédente, l'idéal serait donc de faire la

condensation entre 'histamine et la fluorescamine dans un milieu non
aqueux car cela permettrait d'économiser le  sensibilisateur.
Malheureusement, les méthodes d’extraction d’histamine de I'échantillon
réel se font généralement en solution entierement aqueuse ou semi-
aqueuse. Afin de prendre en compte de la présence d’eau dans le milieu
reéactionnel lors de l'analyse de l'echantillon reel, linfluence de la
concentration de fluorescamine sur la formation du complexe est étudiée
en présence de diverse proportion d'eaux ajoutées dans des sotutions
methanoliques des 2 composés.

Le but de cette étude est de pouvoir prévoir la quantité de
fluorescamine qui doit étre utilisée en fonction de la proportion d’eau
eventuellement présentent dans le milieu réactionnel. La courbe
représentant les variations de l'intensité de fluorescence du complexe en
fonction du rapport de concentration fluorescamine/histamine (variant
entre 0 et 10, avec une concentration fixe en histamine) montre que le

maximum de fluorescence, obtenue a la fin de la réaction de condensation
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est la méme pour les différentes proportions d’eau (Fig. 1I1.A.6). En effet,
ce maximum correspond naturellement a l'émission du fluorophore de
méme concentration. Toutes fois, le rapport de concentration
fluorescamine/histamine nécessaire pour arriver a ce maximum est de 5
et 7 en présence respectivement de 17% et 34% (v/v) d’eau, mais est
supérieur a 10 pour une proportion d’eau au dela de 50% ; tandis qu'il
vaudrait tout simplement 1 dans un milieu non aqueux. Ces différences en
concentration pour la fluorescamine est due au fait qu’une partie de la
quantité de ce composé est détruite par hydrolyse.

Nous pouvons conclure que pour la détermination de I'histamine en
milieu semi-aqueux, le rapport de concentration fluorescamine/histamine
recommandé doit étre au moins égale a 10, pour éviter une sous
estimation de la concentration de I'histamine dans les échantillons réels.

[Histamine]= 5.2 x 10° M

% d'eau lors de la condensation
200 ~ —,— A

el e 3 4,
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Fig. II1.A.6. Optimisation de la concentration de fluorescamine pour une
condensation en milieu aqueux.
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IT1I.A.3. Etude spectroscopique du complexe histamine-
fluorescamine

II1.A.3.1. Spectroscopie d’absorption uv-vis

Les solutions de méme concentration 4,25x10™* M d‘histamine, de
fluorescamine et du meélange de ces deux réactifs sont préparées dans le
méthanol a cause de la réaction d’hydrolyse de la fluorescamine qui est en
compétition avec la réaction de formation du fluorophore en solution
aqueuse.

Il est possible en se basant sur la valeur du coefficient d’extinction

molaire (emsx) de donner la nature w > 2", 7 > 7 et n > o de quelques

transitions électroniques rencontrées dans les spectres d’absorption
électronique de I'histamine, de la fluorescamine et du derivé histamine-
fluorescamine. Cette étude se fonde en partie sur les résultats du Tab.
III.A.1 et Tab. III.A.2 suivant.

Tab. I1LA.1. Différents transitions électroniques n—>7n et T .

Bande d’absorption gmax (L.moltcm™) Transition
Bande R <100 n—sn
Bande K (konjugierte) >10000 T
Bande B (Benzénoide) <1000 T
Bande E (Ethylénique) 1500-14000 >

< s " , . * * v e, .

Tab. IILA.2. Différents transitions électroniques n—c et n—n  de différents; groupes
. i e p

présentent dans I"histamine, la fluorcscamine ct le probable fTuorophore dérive,

Groupe Transition | A (nm) zzmax(t.moﬁlcml)
Alcoot (O-H) n-—c 180 . 500 [
Ether (C-O-C) N->c 190 2000
Amine (N-H) N—c 220 800 ;
Carbonyle (C=0) N7 280 12 ’
Azote (N=N) nN—om 350 11 ]
Imine (C=N) non 240 120
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I11.A.3.1.1. Absorption uv-vis de I'histamine

Nous avons réalisé le spectre d'‘absorption (Fig. III.A.7) a partir

d’une solution d’histamine 4,25x10™* M dans le méthanol.

o | Histamine /MeOH: 425 x 10°M |

213 nm

2.6 ~

2.0+

Absorbance

T T T T T
200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Fig. ITI.A.7. Spectre d’absorption uv-vis de ["histamine dans le méthanol.

Ce spectre présente une bande d‘absorption relativement intense
entre 200-250 nm avec un pic maximum a 213 nm. La transition
electroniqgue responsable de cette absorption se caractérise par un
coefficient d’extinction molaire e=6000 M cm™ dans le méthanol. Il s’agit
d’'une bande éthylénique (E) produite par les transitions ==~ du noyau
imidazole de I'histamine. Vers les grandes longueurs d onde entre 220-
350 nm, on observe une absorption de faible intensité correspondant aux
transitions n—c et n»x des liaisons N-H de la fonction amine primaire et

C=N du noyau imidazole de I'histamine.

I1I1.A.3.1.2. Absorption uv-vis de la fluorescamine
Une solution de fluorescamine 4,25x10™ M préparée dans le méthanol

nous a permis de réaliser le spectre d'absorption électronique (Fig.
I11.A.8).
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Fig. I11.A. 8. Spectre d’absorption uv-vis de la fluorescamine dans le méthanol.

Ce spectre obtenu présente une bande relativement intense et large,
entre 200 et 330 nm. On observe la présence de 3 pics importants. Le
premier, le plus intense est autour de 208 nm, le second moins intense
est aux environs de 235 nm et le troisieme d’intensité moyenne se trouve
au voisinage de 262 nm. Les coefficients d’extinction molaires des pics a
208, 235 et 262 nm sont respectivement 5882, 3529 et 4471 M' cm™.
Une absorption intense vers les courtes longueurs d’onde montre que les

transitions électronigues concernées sont des bandes éthyléniquesz — 7°.

On note vers les faibles énergies (autour de 300 nm) la présence d'un
épaulement de faible intensité avec un coefficient d’extinction molaire égal
a 588 M cm™ caractérisant la formation d’états excités nn~ provenant
d’'une bande B (Benzénoides). Les transitions n—n et n—c faiblement
intense caractérisant les fonctions carbonyles et C-O-C ne sont pas

visibles ici a cause de l'interférence des transitions n—n  trés intense.

III.A.3.1.3. Absorption uv-vis du complexe histamine-fluorescamine

Dans une fiole de 5 ml, nous introduisons 0,5 ml d‘une solution
d’histamine 4,25x10-3 M dans le méthanol et 0,5 ml d'une solution de
fluorescamine de méme concentration dans le méthanol. Aprés agitation
nous complétons a 5 ml avec le méthanol. Nous prélevons 3 ml! de cette

solution que nous introduisons dans la cuve de mesure comme dans le cas
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de I'histamine et de la fluorescamine. Nous réalisons a laide du
spectrophotomeétre le spectre d’absorption électronique suivant (Fig.
I11.A.9).

P —

f Histamine / MeOH: 4.25 x 10° M
4.0 Fluorescamine / MeOH: 425 x 10°M -

35~_ /221.5 nm

2.0~

1.5 -4

Absorbance

1.0~

0.5

9.0

¥ T T Y
200 300 4090 540 600
Longueur d'onde (nm)

Fig. IILA. 9. Spectre d’absorption uv-vis du complexe histamine-fluorescamine
dans ie méthanol.

Le spectre obtenu présente une large bande d’absorption entre 200-450
nm. Cette bande se subdivise en trois autres. La premiere entre 200-250
nm, centrée sur 221 nm correspond probablement a des niveaux excités
supérieurs qui reviendront sans doute a l'état fondamental par des
processus de desactivation non radiatives. La deuxiéme bande entre 250-
325 nm et d’intensité intermeédiaire présente un maximum autour de 275
nm. La troisieme bande apparaissant aux faibles énergies entre 325-450
nm est la moins intense avec une absorbance maximale autour de 385
nm. Elle ‘est liée a des excitations électroniques qui demandent moins

d'énergie 'par exemple S, - S, et par conséquent susceptibles dans le cas

des fluorophores en général de se desactiver par voie radiative. Le spectre
d’excitatic}n électronique de fluorescence nous édifiera plus largement sur
la nature fde ces états excités observés dans le spectre d’absorption.

Les pics a 221, 275 et 385 nm du spectre du mélange
histamine+fluorescamine ont pour coefficients d’extinction molaires
respectifs de 7647, 5294 et 1765 M™ cm’'. Les absorbances sont



relativement intenses, les transitions électroniques associées sont des
transitions 7 —>x" provenant majoritairement d’une bande E
(Ethylénique). |

Les transitions n—on’ et n—oo  faiblement intense caractérisant les
fonctions carbonyles et imines ne sont pas visibles a cadse de
I'interférence des transitions n—»n* trés intense dans la méme zone.

Les pics obtenus pour le dérive histamine-fluorescamine different
beaucoup de ceux des deux réactifs histamine et fluorescamine pris
séparément, cela atteste de la présence d’une nouvelle molécule dans le

milieu réactionnel.

II1.A.3.2. Spectroscopie de fluorescence

L’histamine comme la fluorescamine ne sont pas fluorescents. Un
mélange des deux solutions produit (dans l'eau et dans d’autres solvants
organiques) une émission de fluorescence maximale autour de 460 nm
(Fig. I11.A.10).

Le spectre d’excitation du dérivé fluorophore entre I'histamine et la
fluorescamine qui est aussi un spectre d’absorption électronique en le
comparant au spectre d’absorption uv-vis du complexe nous édifiera sur
les processus de désactivation des différents états excités observés. En
effet, a la différence du spectre d’absorption uv-vis, le spectre d’excitation
de fluorescence est lié a I'émission de fluorescence par la longueur d’onde
d’émission maximale (iem). Ce spectre ne montre que les molécules
excitées qui émettent a la longueur d’onde d’émission fixe (iCi hem=460
nm) et par conséguent tous les autres états excités qui reviennent a I’état
fondamental par voie non radiative ne seront pas comptabilisés (Fig.
III.A.10) alors gu'ils sont visibles dans le spectre d’absorption uv-vis (Fig.
IIT.A.9). Selon Parker [72] et Petrov [73] en observant les spectres
d’absorption uv-vis et d’excitation de fluorescence, il est facile de

connaitre la part des processus non radiatifs pour un fluorophore.
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Le coefficient d’extinction molaire du fluorophore a une longueur
d'onde (%) donnée s’écrira :
g(A)=¢e'(A)+ " (1)

£ (A): pour les molécules se désactivant par voie radiative

&"(A): pour les molécules se désactivant par voie non radiative

Dans une solution diluée l'absorbance totale Abs()) et lintensité de
I'excitation de fluorescence (1) s'écriront respectivement :

Abs(A) = e(A)C =o' (A)+ &7 (2)]ixC

/ :2.,3><(p><lg"(ﬁ,)!x(fJ

Avee @ le rendement gquantique de fluorescence indépendant de la longueur d'onde
dexcitation ot [ 1'intensité du spectre d’excitation corrigé.

La connaissance de I et ¢ permet d'obtenir les absorbances correspondant
aux processus radiatifs Ahs’ w[g’(ﬁ)/(;‘} et non radiatifs Abs™ z[e""(/,)z’c} et
de voir Ief lien entre les spectres d’absorption uv-vis et d’excitation de
ﬂuorescen;ce.

Le spectre d'excitation de fluorescence du dérivé histamine-
fluorescamine présente deux bandes, la premiére entre 225-300 nm
(moins intense) a un pic maximum autour de 272 nm et la deuxiéme
bande entre 300-435 nm (plus intense) a son maximum autour de 380
nm (Fig. II1.A.10}.

i
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LSolvant H.,O a pH9
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272
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Fig. HI.A.10. Spectres d’excitation (a) et d’émission (b) du dérivé
histamine-tluorescamine.
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La bande vers les grandes énergies (221 nm) observée dans le
spectre d’absorption uv-vis a disparu. Cela confirme notre hypothese a
savoir gu’elle correspond a des excitations électroniques a des niveaux
supérieures (p=2) ou singulet s; & un niveau vibrationnel trés élevé qui
reviennent généralement a l’état fondamental par des voies non radiatives
et qui par conséquent ne peuvent pas étre observées dans le spectre
d’excitation électronique de fluorescence.

Dans le spectre d’excitation, la bande autour de 272 nm est moins
intense que celle autour de 380 nm bien que le spectre d’absorption uv-vis
nous montre que les molécules excitées autour de cette longueur d‘onde
sont plus importantes. Cela s’explique par le fait qu’une bonne partie des
molécules excitées autour de 272 nm revient a |’état fondamental par
voies non radiatives contrairement a celles excitées autour de 380’ nm. A
cette derniére longueur d'onde, l'intensité relative d’excitation est quasi-
égale a celle de I"émission de fluorescence. Il est donc possible de dire que
I'excitation & 380 nm produit une transition de I'état fondamental {Sp) au
premier état excité singulet (S;,) alors que l'excitation a 272 nm qui
demande plus d’énergie correspond trés probablement a la transition So
pour un état excité singulet S,, ou S;, avec ici v assez élevé. Une partie
de ces molécules excitées reviennent a |'état fondamental par voie non
radiative et I'autre partie se désactive d'abord trés rapidement (107? s) de
facon non radiative jusqu’a l'état excité S; avant de rejoindre |'état
fondamental par voie radiative. Ce fait explique bien que quelque soit la
longueur d‘onde (272 ou 380 nm), nous avons une emission unique a 460
nm. L'intensité de fluorescence est maximale pour une excitation a 380
nm, bien que la population excitée a cette longueur d'onde est la plus
faible par rapport a celles excitées autour de 221 nm et 275 nm (Fig.
I11.A.9).
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II1.A.3.3. Diagramme énergétique du dérivé fluorophore

A l'aide du spectre d’absorption uv-vis du complexe histamine-
fluorescamine (Fig. III.A.9) et de ses spectres d’excitation et d’émission
de fluorescence (fig. I11.A.10) il est possible de proposer un diagramme
énergétique probable (diagramme de Jablonsky) du dérivé fluorophore
histamine-fluorescamine.

L'excitation des molécules autour de 221 nm qui exige plus
d'energie produit des etats excités singulet supérieurs (Sp,, p22 ou p=1 et
v tres grand). Ces derniers qui ne sont pas visibles dans le spectre
d’excitation de fluorescence reviennent donc a l'état fondamental par voie
non radiative. Cette transition se fait directement ou par étapes en
passant par les états intermédiaires par relaxation vibrationnelle suivie de
conversion interne. Cette désactivation non radiative peut se faire aussi
par une conversion intersysteme en passant par les états triplets ou dans
certains cas par transfert d’energie aux molécules environnantes ou par
formation de complexe non fluorescent a I'état excité.

Pour ce qui concerne les molécules excitées autour de 272 nm, elles
donnent tres probablement des états excités S, avec p=1 ou 2. La majeur
partie de ces états excités reviennent par voie non radiative comme i
dessus et l‘autre partie aprés une premiere étape de relaxation
vibrationnelle suivie de conversion interne arrive a sig d’ou ils se
désactivent par voie radiative pour rejoindre Sg,.

L'excitation autour de 380 nm qui correspond a la plus faible énergie
produit une émission tres intense. Ces molécules excitées sont du coté de
la bande 0-0 et sont donc a I'état S;, avec v relativement faible. Ainsi, une
grande partie de ces derniers par relaxation vibrationnelle reviennent a
I'état S1p d’oU ils se désactivent par voie radiative pour rejoindre Sy..

En s’inspirant des informations tirées des spectres d‘absorption uv-
vis et d’excitation de fluorescence nous proposons le diagramme
energétique (Fig. II1.A.11) appelé diagramme de Jablonsky du complexe
fluorophore histamine-fluorescamine. Dans ce diagramme nous avons fait

figurer simplement la nature radiative ou non des différents processus
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sans tenir compte de toute la dynamique de désactivation des états
excités (CI, RV, CIS, TE, R).

o
= x S,
. 2 . 2
¥ Y SO

e OPOCESSUS radiatif

e PPOCESSUS NON radiatif

Fig. ITL.A.11. Diagramme énergétique du dérivé histamine-fluorescamine.

I11.A.3.4. Spectroscopie infra Rouge (IR)

Les solutions d’histamine (11 mg dans 1 ml de méthanol), de

fluorescamine (28 mg dans 1 m! de méthanol) et du derivé histamine-
fluorescamine (11 mg d'histamine+28 mg de fluorescamine dans 1 mi de
méthanol) sont préparées. Ensuite nous faisons un dépodt de I’'échantillon
(histamine ou fluorescamine ou dérivé histamine-fluorescamine) sur la
cellule de KBr puis nous laissons le méthanol s’évaporer et enfin nous
réalisons le spectre infra rouge (IR).

Avant la réalisation des spectres IR de nos échantillons, nous avons
effectué le spectre IR de la cellule de KBr seule et du méthanol sur la
cellule de KBr. Ce dernier correspond pratiguement a celui de la cellule de
KBr seule car le méthanol s’est pratiquement évaporé.

Nous avons procédé pour tous les échantillons de la méme rnaniére
que pour l'histamine (Fig. III.A.12). Du spectre de l’échantillon sur la

cellule de KBr (spectre 2), nous retranchons le spectre IR du méthanol sur
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la cellule de KBr (spectre 1) afin d’obtenir le spectre IR de I'échantillon pur

(spectre 3).

(1) Methanol sur KBr
(23 Histwnine dans le CHyOH sur
: KBr i
i ) . (73 Diftdrence (2)-(1) l}

Fig. ITLA.12. Technique de réalisation de nos spectres IR.

II1.A.3.4.1. Spectres IR de I'histamine
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Fig. HEA 13, Spectre IR de référence de Phistamine en phase gazeuse [71].
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Fig. I11.A.14. Spectre IR histamine dans le méthanol.
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Nous retrouvons les mémes bandes caractéristiques entre 3750-2000
cmt et 1700-1300 cm™ dans le spectre IR de référence (NIST) de
I'histamine en phase gazeuse (Fig. III.LA.13) et le spectre dei notre
échantillon d'histamine réalisé en phase liquide-solide (Fig. III.A.f4). La
seule différence se situe au niveau de la largeur des bandes car elles sont
plus larges et moins résolues dans notre échantillon que dans |’échantilion
de référence (phase gazeuse). Cela s’explique d’une part par la présence
des liaisons hydrogéne entre les molécules d’histamine et celles du solvant
(méthanol) et d'autre part par le fait que la spectroscopie IR en phase
gazeuse est plus résolue que celle en phase liquide ou solide.

La bande entre 3750-2000 cm™ est trés large et trés intense, elle
présente deux pics maximums autour de 3113 et 2772 cm™. Ces pics
caractérisent respectivement les élongations tres intenses des liaisons N-H
de la fonction amine primaire de l'histamine et les elongations C-H du
fragment éthyle portant la fonction amine car les élongations C-H sont
moins intenses que les N-H.

Pour la bande entre 1700-1300 cm™, les différents pics autour de
1600, 1400 et 1300 cm™ caractérisent les déformations des liaisons N-H
et C-H.

Aussi bien entre 3750-2000 cm™ qu’entre 1700-1300 cm’?, la largeur
des bandes indique la présence de protons engagés dans des liaisons
hydrogénes (interaction liaison N-H avec les autres molécules du solvant).

La formation d'une liaison covalente (C-N) entre l'histamine et la
filuorescamine se remarquera donc plus facilement par la disparition de
ces pics caractéristiques plutbt qu‘a la détermination des vibrations de la
nouvelle liaison C-N car ce dernier donne un pic de faible intensité non
observable a cause des interférences des liaisons C-N et C-C déja
existantes dans le noyau imidazole de I'histamine qui absorbent aussi dans

la méme zone (entre 1250-11C0 cm™).
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II1.A.3.4.2. Spectres IR de la fluorescamine
Pour ce qui concerne notre échantillon de fluorescamine (Fig.

II1.A.16), nous remarquons |l'absence de bande importante dans la zone
entre 4000-2000 cm™* comme dans le cas du spectre de référence (Fig.
II1.A.15). Au-deld de 2000 cm™ les deux spectres présentent les mémes
caractéristiques.

La transparence entre 4000-2000 cm’™ facilitera I'observation au
niveau du spectre du mélange éguimolaire histamine-fluorescamine de ia
disparition ou non de la bande large et intense entre 3750-2000 cm™
caractérisant les liaisons N-H de I'histamine (Fig. III.A.14).
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Fig. ITLA/15. Spectre IR de référence de la fluorescamine en phase gazeuse [71].
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Fig. I11.A.16. Spectre IR Fluorescamine dans le méthanol.

“11,A.3.4.3. Le spectre IR du dérivé fluorophore
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Fig. I11.A.17. Spectre IR du dérivé histamine-fluorescamine dans le méthanol.

Nous constatons (Fig. II1.A.17) la disparition de la bande autour de
3113 cm™ et de nombreux pics entre 1700-1500 cm™® caractérisant les
liaisons N-H au niveau du spectre IR de [I'histamine. Cela rerd tres
probable I'hypothése de la formation d’une liaison covalente comme
énoncée dans plusieurs travaux par substitution d’'un hétéroatome
('oxygéne) dans la molécule de fluorescamine par l'‘azote de ‘amine

primaire de l'histamine. !

II1.A.3.5. Chromatographie en phase gazeuse
Dans une fiole de 10 ml contenant 2 ml de méthanol nous

introduisons 10 mg d’histamine et 50,1 mg de fluorescamine, apres
agitation nous complétons a 10 ml avec le méthanol. Aprés une seconde
agitation, 50 upl du mélange final sont injectés dans la colonne

chromatographique pour analyse (Fig. I11.A.18).
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Fig. I1LA.18. Chromatogramme d’un mélange fluorescamine et histamine dans le méthanol
dans un rapport de concentration=2.

Le chromatogramme laisse apparaitre 4 pics importants a des temps
de rétention bien distincts. Le mélange étant réalisé dans les conditions
d'une mole d’histamine pour 2 moles de fluorescamine il ne devrait pas y
avoir de pic correspondant a I'histamine si la steechiométrie de la réaction
de condensation est bien d'ordre 1:1. Le premier pic a 0,11 min
correspond au solvant (méthanol). Les 3 autres pics restants
correspondent probablement au surplus de fluorescamine et aux produits
formés. Pour tirer au clair cette question, pour chague pic nous avons

réalisé un spectre de masse.



I11.A.3.6. spectrométrie de masse

1I1.A.3.6.1. Spectre de masse du pica 1,56 min

Fig. ITL.A.19. Spectre de masse du pic a 1,56 min.

Tab. II. A.3. Spectre de masse du pic a 1.56 min: abondance relative des autres pics par
rapport a I’ion mere m/z=76.

m/z |39 50 51 63 75 76 77 89 90 102 1104 1105 118

-

i

3

~

% |32.73 [78.18 [29.09 [45.45 [3636 [100 |32.73 [69.09 |43.64 |62.73 9727 [31.82 | 16.36 |60

-

m/z| 133 |145 165 [176 (194 [206 [222 [234 [249 [250 [262 1278 [279 |280 |

{

% |15.45 [32.73 |2636 [8.18 |10 [14.55 [33.64 [3.64 (20 [67.27 455 [70.91 |13.64 182

Nous présentons dans la figure ci-dessus le spectre de masse réalisé
pour le premier pic a 1.56 min. Du cb6té des grandes masses nous
remarquons aisément l'ion le plus abondant apparaissant a mjz=278
(Tab. III.A.3). Cet ion, probablement en perdant un oxygéne donne l'ion a
m/z=262. Les pics apparaissant aux valeurs m/z=279 et 280
correspondent aux isotopes les moins abondants de cet ion moleculaire
(M) et sera appelé I'ion non isotopigue (A). Cette valeur (m/z=278) nous
fait penser a la fluorescamine qui a la méme masse molaire, mais pour
plus de précision faisons la démarche habituelle d'identification standard
d’'un composé inconnu en spectrométrie de masse [74]. Pour cela nous
considérons les ions moléculaires des isotopes A, A+1 et A+2, ensuite

nous normalisons l'intensité de l'ion moléculaire le plus abondant (A) a
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100 et apres nous déterminerons l'importance relative des autres ions
A+1 et A+2 par rapport a celui de A (Tab. III.A.4).

Tab. IIL.A.4. Abondance relative des ions moléculaires A+1 et A+2 par rapport a I’ion
moléculaire A normalisé & 100 du pic a 1.56 min.

Masse | Ion | % | normalisation
278 A 17091 100
279 [ A+113.64 19.23
280 |A+2 | 1.82 2.56

Tab. 1I1.A.5a. Contribution isotopique des carbones et des hydrogénes si I’abondance
isotopique du pic A est normalisée a 100 [74].

c A+1 A+2 c A+1 | A+2 A+3
C 1.1 0.00 Cie 18 1.5 0.1
C, 2.2 0.01 Ciy 19 1.7 0.1
Cs 3.3 0.04 Cis 20 1.9 0.1
Ca 4.4 0.07 Cis 21 2.1 0.1
Cs 5.5 0.12 Cao 22 2.3 0.2
Ce 6.6 0.18 Cas 24 2.8 0.2
C, 7.7 0.25 Caa 26 3.3 0.3
Cs 8.8 0.34 Cas 29 3.9 0.3
Co 9.9 0.44 Cas 31 4.5 0.4
C1o 11.0 0.54 Cao 33 5.2 0.5
Cuy 12.1 0.67 Cas 39 7.2 0.9
Co 13.2 0.80 Cao 44 9.4 1.3
Cis 14.3 0.94 Cso 55 15 2.6
Cia 15.4 1.1 Ceo 66 21 4.6
Cie 16.5 1.3 Cao 110 60 22

Une observation du tableau ci-dessus des contributions isotopiques
des carbones et des hydrogenes (Tab. III.A.5a) nous permet d’obtenir le
nombre de carbone dans cet ion moléculaire. En effet, dans ce tableau on
lie le nombre d‘atome de carbone dans Vion non isotopique a la valeur
normalisee de A+1.

Il en est de méme pour les éléments suivant (Tab. III.A.5b).
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Tab. III.A.Sb. Contribution isotopique d’autres atomes (N, O, Si. Cl et Br) si I’abondance
isotopique du pic A est normalisée a 100 [74].

Elément N 0] Si S Cl Br
A+1 0.37 0.04 5.1 0.79
A+2 0.02 3.4 4.4 32 97.3

Pour notre pic a 1.56 min, A+1=19,23 % de A ; la lecture sur le
tableau d’abondance isotopique (Tab. III.A.5a) indique la présence de 17
atomes de carbone dans la molécule. En retranchant l'apport de 17
carbones (1,7) au pic de lion A+2 a partir du tableau II1.A.4 on aura le
résultat suivant.

Masse |[Ion |% normalisation
278 |A 70.911100

279 |A+1 [13.64/19.23

280 |A+2 [1.82 [2.56-1.7=0.086

Le reste 0.086 pour l'ion A42 conformément au tableau des contributions
isotopiques III. A.3b, correspond a 4 oxygeénes (4x0.02=0.08).

Lion moléculaire de lisotope le plus abondant a 17 carbones et 4
oxygenes soit une valeur en masse de 268. En retranchant cette valeur de
reste 10 (278-268=10) soit
I'équivalent de 10 hydrogenes. D'ou la formule brute [Ci7H004]" pour cet

la masse de l'ion moléculaire (278), il

ion. C'est un radical cation d’apres Pellegrin [75] car un fragment
CxHyN,O,, est soit sous forme de :

« Cation (A*) sila valeur x-—%y+-§)~z+l est demi entier.

L . 11 .
« Radical ion (A*") si la valeur x—;))»%azw] est un entier.

1 ] . .
Pour Cy7H:004 On a 17-~3-><m+;><0+1 =13 ; c'est un radical cation (A™).

La valeur

1 1 . . . .
x—§y+§z+1 de Pellegrin determine aussi le nombre

d'insaturation(s)+cycle(s) dans la molécule.
La masse molaire (278), la formule brute C;;H,,0, et le nombre

d’insaturations+cycles (13) nous indiquent que le pic a 1.56 min correspond
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au reste de fluorescamine n’ayant pas réagi avec I'histamine. Ce résultat

est confirmé par le spectre de masse de référence de la fluorescamine

(Fig. I11.A.20) avec lequel nous avons une totale correspondance des pics.

Sparo|furan-2(3H), 1 3'H-sobenzofuran}-3 3'-dione. 4-phanyl-
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Fig. II1.A.20. Spectre de masse de référence de la fluorescamine [71].

I11.A.3.6.2. Spectre de masse du pic a 2.125 min
Le pic a 2.125 min donne le spectre suivant (Fig. I11.17),
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Fig. III.A.21. Spectre de masse du pic @ 2,125 min.

Ce spectre a quasiment les méme caractéristiques que le spectre du

pic précédent (Fig. III.A.19). Il s'agit donc d’un isomere de Ia

fluorescamine. En effet, la molécule a un carbone asymetrique et peut

donc se trouver souJs les deux formes d’énantioméres R et S. Une note
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adressée au service scientifique de Sigma Aldrich (European Technical
services, Sigma Aldrich LTD) nous confirme que le produit N°201650
(Fluorescamine) acheté dans cette maison est un mélange racémique
d’énantioméres de fluorescamine R et S (Fig. II1.A.22). Ce qui explique
donc les deux temps de rétention pour la molécule de fluorescamine trés
proches.

S S

ey

e o g o e

O

Fig. II11.A.22, Fluorescamine énantiomeres R ¢t S.

Dans la configuration R le groupement carbonyle C=0 et le groupement
phényle sont dans le méme plan avec pour conséguence un
encombrement stérique plus important pour ce groupement phényle par
rapport a la configuration S cu ce dernier se trouve avec un oxygéne dans
le méme plan. Cela aura probablement pour conséquence une abondance
relative importante de l'ion [CgHs]™ et [CsHa]* provenant du groupement
phényle de la configuration S par rapport a la configuration R. Dans le
spectre de masse du pic a 1,56 min du chromatogramme on trouve un ion
a m/z=262 qui correspondant au départ d’'un oxygéne et un ion 8 m/z=76
correspondant a lion le plus abondant. Cet ion abondant provient du
groupement phényle le moins encombré. Le pic a 1.56 min correspond a
la fluorescamine S. La filuorescamine R se trouve donc au pic a 2.125 min.
Cela est confirmé d’une part par la formation juste avant I'ion moléculaire
d'un ion @ m/z=250 correspondant au départ du groupement carbonyle se
trouvant dans le méme plan que le groupement phényle. D’autre part I'ion
le plus abondant n’est pas lion [CgHs4]* provenant du groupement
phényle comme dans le cas de la fluorescamine S; ici sa formation
demande plus d’énergie car il est plus encombré.
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I11.A.3.6.3. Spectre de masse du pic a 3,358 min
Les deux premiers pics du chromatogramme (1,56 et 2,125 min)

sont identifiés respectivement comme étant la fluorescamine S et R. Le pic
correspondant au temps de rétention le plus long (3.358) correspondra
donc au dérivé fluorophore histamine-fluorescamine car l‘autre réactif,
I'histamin ne doit pas exister sous forme libre dans le milieu réactionnel
dapres fle rapport de concentration ([fluorescamine]/[histamine]=2
employé.

Tab. 1I1. A.6. Spectre de masse du pic a 3.358 min: Abondance relative des autres pics par
rapport a I’ion mére m/z=76.

‘m/z |39 50 51 03 75 76 77 89 90 (02 |104 (105 118 132 |
% 137.27 |78.18 [29.09 [ 58.18 |38.18 | 100 [33.64 :71.82 |47.27 |65.45 {97.27 {32.73 | 19.09 | 63.64
m/z [ 133 145 165 176 194 |206 222 234 249 250 {262 (278 279 {280
% 1545 133.64 12909 |8.18 109 [13.23139.09 2.73 |22.73 [73.64 |2.73 |7545 1091 1.82

m/z | 306 1325 353 354
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Fig. II1.A.23. Spectre de masse du pic a 3.358 min.

Le spectre de masse de ce pic fait apparaitre un ion moléculaire de
valeur m/z=353. Cette valeur impaire d’apres la régle de I'azote [74] nous
indique, la présence d‘un nombre impair d‘atome d‘azote, tres
probablement trois (3) apportés par la molécule d’histamine. La formation
du complexe est certes preévisible mais la masse molaire de lion
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moléculaire (M=353) ne correspond pas a celui du dérivé pyrrolinone
(M=371 g/mol) attendu (Fig. III.A.24) par substitution de I'oxygene du
cycle spiro de la fluorescamine par 'amine primaire de ['histamine. Ce
dérivé (pyrrolinone) comme prévu par Udenfriend et Weigele [6-8], a du
évoluer pour donner rapidement un autre dérivé fluorophore plus stable et
qui par bombardement électronique peut donner un radical cation A™
(m/z=353).

[M=353] El - [A=353] 5

Ce nouveau fluorophore est probablement & l'origine de I’'émission
observée autour de 460 nm ; une valeur qui n‘est pas comprise dans le
domaine d’émission fixe par Udenfriend et Weigele pour les dérivés de la
fluorescamine avec les amines primaires (475-490 nm).

Pour lever cette ambiguité nous nous sommes intéressés au spectre
de masse du pic a 3.358 min (Fig. III.LA.23) et au tableau des
contributions isotopiques (Tab. III.A.5a et Tab. III.A.5b) afin de
déterminer par la méthode d’identification standard de produit inconnu par
spectrométrie de masse, la formule du dérivé histamine-fluorescamine
mais aussi sa structure probable.

Le tableau III. A.6 nous montre que l'ion moléculaire a m/z=353 est
bien le pic correspondant a l'isotope le plus abondant et il conduit a un ion
pour m/z=325 par départ d'un groupement carbonyle (C=0). '

Comme précédemment, nous considérons ici aussi le5 ions
moléculaires A, A+1 et A+2. Nous normalisons ensuite I'intensité de I'ion
moléculaire le plus abondant a 100 puis nous déterminons l'importance
relative des autres ions ici A+1 et A+2 par rapport a i'ion A (Tab. IIL.A.7).

Tab. IILA.7. Abondance relative des ions moléculaires A+1 et A+2 par rapport a I'ion
moléculaire A normalisé & 100 du pic & 3.36 min,

Masse Ion |% normalisation
353 A 8.18 100
354 A+l |2.06 |25.2
355 A+2
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Ici nous constatons que le pic en A+2 n’est pas visible, car il a une
abondance relative par rapport a l'ion le plus abondant (m/z=76) inferieur
a 0.2% [74]. Cela signifie aussi qu'il n’existe pas d‘autres éléments
contribuant a l'isotopie en A+2 en dehors de l'oxygene. Une observation
du tableau des contributions isotopiques des carbones' et d’hydrogenes
(Tab. III.A.5a et Tab. III.5b) nous donnent pour le pic en A+1, 22
carbones (soit 24) et 3 azotes (0.37x3=1.1) pour la valeur 25.2%. Le
nombre d’‘azote ici trouvé confirme notre hypothese de 3 atomes d'azotes
d‘aprées la regle de l'azote.

D'autre part, il est impossible de determiner le nombre d'atomes
Jd’oxygéne car lion A+2 n’est pas visible a cause de son abondance
relative faible. Mais il est possible en cherchant le reste en masse
[353-(22x12+14x3)] de déduire I'apport en oxygéne et en hydrogene. Ce
reste est égal a 47 et correspond trés probablement & 2 oxygénes+15
hydrogénes. La formule du pic A est donc [Cz;HisN302]%. Cet ion comme
nous lavons dit est un ion provenant de l'isotope le plus abondant et en
plus il correspond a lion moléculaire [Ci;HisN3O2]1" provenant de la
molécule Cz2H15N50; (Fig. II1.A.24).

L'application de [|'‘équation de Pellegrin (x-—u}iyﬁh%zﬂ) a cette

molécule C,:HisN:O; nous donne 17 (insaturations+cycles) ; une valeur
qui correspond exactement au nombre réel d'insaturations+cycles obtenus
a l'aide de la structure du complexe histamine-fluorescamine que nous
obtenons apres une étude assistée par le logiciel Chemoffice 2005 du
mécanisme de la réaction entre [|'histamine et la fluorescamine
(Fig.lII.A.24).
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Fig. II1.A.24 : Mécanisme de formation du complexe histamine-fluorescamine.

Une simulation avec le logiciel Chemoffice Ultra 2005 du complexe
ci-dessus déterminé nous donne 25% pour I'abondance relative de son
isotope de masse molaire 354 g. Cette valeur est quasi identique a celle
trouvée par Vexpérience pour l'isotope a 354 g/mol (25.2 %) du dérivé

histamine-fluorescamine.



Chapitre II1.B. Effets de solvant

Un solvant est généralement caractérisé par son indice de réfraction
n, sa constante diélectrique ¢ et son moment dipolaire u. Ces trois
grandeurs sont en partie responsables de I'effet au solvant sur le signal de
fluorescence. L'indice de réfraction (n) renseigne sur l‘orientation du
moment dipolaire de transition du fluorophore par rapport a sa plus
grande dimension ; il donne la nature de la cavité logeant le fluorophore
en interaction avec le solvant. La constante diélectrique ¢ renseigne sur
les transitions électroniques au sein des molécules du solvant et sur la
réorientation de ses molécules autour du fluorophore excité. Le moment
dipolaire du solvant u renseigne sur la polarisation des molécules du
solvant et ses interactions avec le fluorophore alors que le moment
dipolaire de transition du fluorophore renseigne sur la possibilité de
passage d'un état i a un état j (excitation électronique ou émission de
fluorescence ou de phosphorescence) au sein de l'analyte.

La compréhension des effets de solvant est donc déterminante dans
une étude fluorimétrique car en plus de l'effet général du solvant (effet
bathochrome et hypsochrome), le solvant peut exalter ou inhiber (effet
hyper ou hypochrome) le signal de fluorescence affectant ainsi la
sensibilité du dosage a réaliser [1,38,72,73]. Ainsi, les caractéristiques
optiques du solvant (n,e,u) sont utilisées pour obtenir des renseignements
sur la polarité du fluorophore, son environnement mais aussi pour
améliorer la sensibilité des méthodes d’analyse.

Dans ce travail nous avons effectué une étude de l'effet genéral et
spéciﬁquei des différents types de solvants (protique et aprotique) sur le
signal de’ fluorescence du complexe histamine-fluorescamine. Ensuite,
nous avons réalisé une étude détaillée de l'influence des caractéristiques
optiques du solvant (n,e,p) sur la sensibilité du dosage. Dans le but
d’optimisér le milieu réactionnel nous avons étudié les différentes formes
d’interactions (sensibilisateur et molécules du solvant, sensibilisateur et

radiation incidente, etc.) pouvant interférer dans le dosage de I'histamine.
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Enfin, nous avons réalisé une étude de calibration et une application
analytique dans les solvants adéquats.

I11.B.1. Effet de solvants sur les spectres d’'excitation et
d’'émission

Nous nous proposons d’étudier dans ce paragraphe l'effet de
quelques solvants sur les spectres d’excitation et d'émission et sur
I'intensité relative du signal de fluorescence du complexe histamine-
fluorescamine. Les résultats obtenus pour les solvants protiques (Tab.
I11.B.1) et aprotiques (Tab. II1.B.2) menent aux conclusions suivantes :

a) Nous remarquons une relative stabilité du signal du fluorophore
dans tous les solvants étudiés a |'exception du cyclohexane (solvant
aprotique apolaire dont u=0) qui inhibe totalement le signal de
fluorescence ; puisque nous savons que le fluorophore n‘est pas stable
dans certains conditions (voir chapitre 111.C).

b) L'intensité du signal de fluorescence dans les deux classes de
solvant (protique et aprotique) décroit quant la polarité du solvant
augmente. Dans tous les solvants prospectés (eau, méthanol, éthanol,
butanol, cyclohexane, DMF, DMSO et acétonitrile) ["acétonitrile offre la
plus grande sensibilité.

c) Aucun déplacement appréciable des longueurs d’onde analytique
maximale d’excitation (kex) et d'émission (kem) Nn'est observé lorsqu’on
passe d'un solvant a un autre, a I'exception du solvant eau. Ces longueurs
d'ondes dépendent donc faiblement de I'effet général du solvant
(polarité) ; elles dépendent plus des effets spécifiques du solvant (liaisons
hydrogene).
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Tab. HHLB.1. Propriétés spectroscopiques de fluorescence du complexe
histamine-fluorescamine dans les solvants polaires protiques.

Solvant Ay (1) Aoy (NN) Iy
Eau : 380 460 68.6
Méthanol 390 453 84.7
Ethanol 390 453 107.9
Propanol-1 390 452 1323
Butanol-| 390 452 137.3

Tab. MLB.2. Propriétés spectroscopiques de fluorescence du complexe histamine-
Huorescamine dans les solvants aprotiques polaires et non polaires.

E Solvant i hey (M) Aem (M) I
EAcélonitrile . 390 455 160.8
CDMSO 399 453 133.4
| N.N-DMF 399 452 110

i C)’clohexzmé 390 0 0

I111.B.2. Effet solvatochromique et hyperchromique

I111.B.2.1. Effet solvatochromique

Nous avons vu (I.A.3) dans la théorie de V'effet général du solvant

que les variations du déplacement de Stokes (v,-v,) peuvent étre
décrites par le facteur d’orientation de la polarisabilité Afdu solvant

(z\/‘:f)ggllmj?—,”[l ). Le premier terme de cette formule est responsable
28+ 2n +

des déplacements des bandes spectrales d'émission dues a la fois a la
réorientation des moments dipolaires des molécules du solvant dans la
direction du moment dipolaire du fluorophore excité et a la redistribution
des électrons dans les molécules du solvant. Le second terme lui ne decrit
que la redistribution des électrons. La différence entre les deux termes
contribuera aux déplacements des bandes spectrales dues a la

réorientation des molécules du solvant. Ainsi la polarisabilité Af du solvant
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est le résultat de deux phénomeénes concomitant :

fa mobilité des

électrons dans le solvant et la réorientation du moment dipolaire des

molécules du solvant autour du fluorophore excité.

A partir des résultats obtenus des spectres d’excitation, d’émission
et des caractéristiques optiques de chaque solvant (n,s,u) nous dressons

le tableau III.B.3 qui nous permet de tracer le graphe de la figure
suivante (Fig. I11.B.1).

Tab. I11.B.3. Effet du solvant sur le déplacement de Stokes.

Solvant n £ u v (em™ vi (em’™) Al Vv (em™) 1
Eau 1333 78.40 I8 6316 Si730 | 03199 4577
Méthanol 1,326 33,10 1.76 ~6d] 22075 0.3098 3566 |
Ethanol 1,361 24,50 .74 Ssedl 22075 0.2888 3566
Propanol-1 1385 21,65 165 25641 19124 02763 3517
“< = |
. 2 3517
Butanol-1 1,399 17.85 1.61 ~s6a1 i | 0.2644 i 517 |
Acétonitrile 1,344 37,50 3.45 25641 21978 (0.3055 3663 '!
' DMSO 1,478 46,70 387 5s6a 19075 02635 T 3566
N.N-DMF 1.431 37.00 438 Ssea1 1214 0.2744 3517
Cyclohexane | 1,426 2,02 0.00 |  eeem | -0.0016
1
.| ¥V Solvants protiques
1: Eau
4800 2° Méthanol 1 v
32 Ethanol
4400 4: Propanol-1
— 5. Butanol-1
"g 4200 4 2  Solvants aprotiques
A ) 6. Acétonitrile
P 7. DMSO
e 200 s pmE
o F
3800 -
i 7
3600 ({7 ('%7 V; v,
3400 L] 5 | '4 L] L L L4 T
0.28 Q027 028 029 030 031 032
Af

Fig. HI1.B.1. Effet de la polarité du solvant sur le déplacement de Stokes.
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Une' lindarité des points est souvent considérée comme une
évidence de l'importance dominant de l'effet général du solvant (polarité)
sur le déplacement de Stokes. La présence d’effets spécifiques du solvant
conduirait @ une représentation non linéaire de I’'équation de Lippert.

Nos données, bien que limitées a un nombre restreint de solvant
montrent que l'effet général du solvant (polarité) gouverne le
déplacement de Stokes du fluorophore histamine-fluorescamine dans tous
les solvants etudiés a l'exception de l'eau. Dans ce solvant, l'effet
specifique (liaison hydrogene) 'emporte sur la polarité du solvant.

D’autre part, la conservation du méme aspect des spectres
d'excitation et d’émission dans les différents solvants tant protiques
qu’aprotiques écarte toute transformation de structure du fluorophore

histamine-fluorescamine a l'état excité.

111.B.2.2. Effet hyper ou hypochromique
Il est clairement démontré que la durée de vie radiative et le

rendement quantique de I’émission d’'un fluorophore dans le vide

1 k F4
r=— e Q =-—-"—=1 et dans un solvant donné
k, k,+0
1 k, et
r, = el Q= <1 sont differents. Ces deux grandeurs
k, +k k. +

dépendent certes des propriétés intrinséques du fluorophore notamment
son moment de transition électronique mais aussi des caractéristiques
optiques du solvant (n,g,u1). Nous avons vu (I.A.3) que lI'impact du solvant
sur la sensibilité de I'émission de fluorescence est un effet trés important.
Cet effet est quantifiable a partir des équations (7) et (8) (I.A.3) qui
décrivent la constante de désactivation radiative du fluorophore en
fonction des caractéristiques optiques du solvant. D'aprés I'équation (9),
pour une émission spontanée du fluorophore (ce qui est notre cas), la

constante de désactivation radiative du fluorophore est T'= f%l, avec f

une fonction de l'indice de réfraction n. Cette fonction dépend aussi de la
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nature de la cavité contenant le fluorophore donc des caractéristiques du
solvant.

111.B.2.2.1 I'indi e ré ion

Dans une description classique de linteraction de la lumiére
considérée comme une onde électromagnétique et de la matiere
considérée comme un dipble oscillant en se fondant sur les équations de

Maxwell dans le solvant considéré comme un diélectrique, on obtient une

expression de l'indice de réfraction (¥, =~C-—) permettant une interprétation
1

qualitative de ces effets.
Avee C la vitesse de la lumiére dans le vide et 'V sa vitesse de phase dans un solvant.
L'indice de réfraction agit sur une radiation lumineuse selon le solvant en
augmentant ou en diminuant sa vitesse de phase. Les conséquences d'un
tel effet sur I'émission de fluorescence seront cherchées dans I'équation
(9) qui peut étre réécrite en tenant compte du fait que f est une fonction
de n. ['= il = G(mT ¢, (11).

o Pour une cavité dans un milieu idéal qui est un milieu imaginaire
ou la molécule et le solvant occupent le méme volume, f=1.

o Pour une cavité virtuelle (Model de Lorentz) ou le solvant est a

nt+2

lintérieur et a 'extérieur de la cavité logeant le fluorophore, 1 =

o Pour une cavité sphérique vide décrivant le cas réel d'un
fluorophore dans un solvant occupant tout le volume du milieu a

In”

21 +1

I'exception de la cavité contenant le fluorophore, 1 =

o Pour une cavité ellipsoidale vide décrivant aussi le cas réelides

n}.

2
-2 m? + L,

filuorophores, f= J Avec L,=Lx, v ou z Selon que le moment

dipolaire de transition du fluorophore soit orienté suivant I'axe des x, y ou
z. La grandeur L, prend des valeurs comprises entre 0 et 1 : Pour une

cavité sphérique L,=1/3. Si la cavité logeant le fluorophore est ellipsoidale
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et que le moment dipolaire de transition du fluorophore est parallele a sa
longueur, alors L,<1/3. Si le moment dipolaire est parallele a sa largeur,
elors L,>1/3.

Il apparait clairement qu’en fonction de la cavité considérée, l'indice
de réfraction d'un milieu joue un réle important sur le processus de
désactivation radiative. Ce dernier étant proportionnel a l'intensité relative
de fluorescence Ir du fluorophore, une représentation graphique de If en
fonction de G(n) dans les divers solvants étudiés (Tab. III.B.1, Tab.
I11.B.2. et Tab. III.B.3) nous renseignera de !'influence de l'indice de
réfraction sur la fluorescence du complexe histamine-fluorescamine (Fig.
I11.B.2).

150 Model de la cavite du fluorophore

) Histamine-fluorescamine
140 4
oy d& ,Obuthanol

@ 130~ % propanol
e |
O 1204 (A)
7]
£ 10
o4 <o ethanol
-
< 109 (B)
= |
o 904 _J
@ aoJ of L methanol
g ©) ko) (E)
LR R eau

60

™7 LN AR St S R Tt R R B IR N
10 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 38
G(n)

(A): model imaginaire

(1) model virtuel

1) model ellipsoidal avec moment dipolaive de transition oriente suivant le grand axe du fluorophore
(D) - model sphérigue

(1) model ellipsoidal avec moment dipoluire de transition oriente suivant le petit axe du fluorophore

Fig. IIL.B.2. Nature de la cavité logeant le fluorophore histamine fluorescamine.

Le graphe de la figure II1.B.2 a été tracé pour 5 différents modeles de
cavité. Nous présentons seulement les résultats obtenus avec les solvants
protiques’ étant donné que les solvants aprotiques nous permet pas de

tirer une conclusion. Il apparait clairement que c’est le modele (C) de la
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cavite ellipsoidale avec L,<1/3 (L,=1/6) qui décrit bien le comportement

du complexe histamine-fluorescamine en solution.

I111.B.2.2.2. Effet la constante diélectrique ¢ sur la fluorescence

La constante diélectrique ¢ du solvant lié a sa polarité peut exercer
des effets hyper ou hypochromique sur le signal de fluorescence d’un
fluorophore, En effet, une étude des variations de lintensité de
fluorescence relative (If) du complexe histamine-fluorescamine dans les
solvants étudiés en fonction de & permet de voir une certaine corrélation
entre les différents solvants.

[histamine] = 1.5 x 10° M
[flucrescamine} = 1.4 x 107 M

1837 - butanol

- propanol -1
- éthanol-1

- meéthanoi
~eau

- cyclohexane
-DME

- acétonitrileg
-DMSO

128 o 2

[o2
59
4

(a) selvant protique
(b} solvant apratique

40 ~

—
)
S
W~ o B W R

Intensité de fluorescence

Fig. IIL.B. 3. Effet de la constante diélectrique € du solvant sur le signal de
fluorescence du complexe histamine-fluorescamine.

Dans les solvants polaires protiques (courbe a, Fig. II11.B.3) le signal
de fluorescence du complexe histamine-fluorescamine decroit avec ¢
tandis que dans les solvants aprotiques prospectés (courbe b, Fig. 111.B.3)
le signal passe par un maximum obtenu dans l'acétonitrile. La constante
diélectrique ¢ du solvant peut a la lumiére de cette étude, servir d’outil de
choix du solvant pour le dosage de 'histamine par la fluorescamine.

111.B.2.2.3. Effet du moment dipolaire sur la fluorescence
Un fluorophore polaire interagit avec les molécules du solvant si

elles sont polaires. Cela entraine dans certains cas des effets secondaires

de solvant notamment la formation de complexe avec les molécules du



<olvant, la formation de liaison hydrogene, etc. Ces effets ont pour
conséquences en plus des déplacements de bandes d’émission, une
exaltation ou une inhibition du signal de fluorescence.

Pour ce qui est du complexe histamine-fluorescamine, dans les
solvants polaires protiques et aprotiques, lintensité de fluorescence
relative Ir diminue quand le moment dipolaire augmente (Fig. I11.B.4). Le
moment dipolaire peut donc étre un critére de choix du solvant lors du
dosage de l'histamine par la fluorescamine.

De tous les solvants protiques et aprotiques utilisés |'acétonitrile
offre les meilleures conditions de sensibilité. Dans les solvants protiques la
baisse du signal est probablement liee aux liaisons hydrogene entre le
fluorophore excité et les molécules du solvant ce qui entraine des
interactions avec cet état et par conséquent lI'expose plus longtemps aux
autres processus de desactivations non radiatives. Ainsi plus les liaisons
hydrogenes sont fortes (butanol, propanol, éthanol, méthanol et l'eau)

plus le signal de fluorescence du complexe est inhibé.

i
180 _T Fluorescamine: 1,4 x10° M A acétonitrile
; : . 6
\ 150 - Histamine: 1.8 x10° M
(2}

@ 199 ~butanol
g 130: propanol DME &
3 . ~—Cr (1) Solvant protique
g 120 4 — (2} Solvant aprotique
S yip
= 1o & ¢thancl OMSO
w

100 ~
3 (1}
< a0 -
= O meéthanot
- 80 -4
2
£ 704 O eau

80 T v T Y v
1.5 2.0 25 30 3.5 4.0
b (debye)

Fig, I11.B.4. Effet du moment dipolaire du solvant sur le signal de fluorescence
du complexe histamine-fluorescamine.
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I11.B.3. Interaction solvant-sensibilisateur

La fluorescamine fraichement préparée dans |'acétonitrilz ne présente
pas de signal de fluorescence mais a concentration élevée Ila
fluorescamine est faiblement fluorescente dans 'acétonitrile. Une solution
de fluorescamine dans l'acétonitrile évolue aussi avec le temps. Dans
d'autres solvants tels que le méthanol et I'éthanol on n’observe pas

d’évolution du signal de fluorescence dans le temps (Fig. III1.B.5).

Effet du temps sur la solution de
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Fig. ITL.B. 5. Effet du temps sur la fluorescamine préparée dans ["acétonitrile.
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Fig. IIL.B.6. Emission relative du signal de la fluorescamine dans I’acétonitrile dans
’intervalle t=0-20 j

Il est donc souhaitable de travailler avec une solution fraiche (10 jours
au maximum) faiblement concentrée en fluorescamine. En effet lorsqu’on
utilise des concentrations autour de 10°® M, le signal est quasi nul (courbe

1, fig. 1II.B.6), mais une conservation de la méme solution a la
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température ambiante se traduira par l‘apparition d'un signal de

fluorescence a 450 nm qui augmente avec le temps (Fig. I11.B.6).

III.B.4.iEffet de l'irradiation de la lampe en Xénon

Dans le cadre d'un dosage spectrofluorimétrique a irradiation
continue, il est important de connaitre l'effet de [lirradiation sur le
complexe fluorophore car dans certains cas, il est possible qu’elle entraine
la dégradation du fluorophore ou sa transformation. Ces phénomeénes
engendrent dans certains cas d’autres agrégats fluorophores, par suite de
I'interaction avec les molécules du milieu réactionnel, pouvant émettre
dans la méme zone que l'analyte.

Pour éviter tous ces problemes surtout dans le cadre de Vétude
cinétiqgue, qui suppose laisser |'échantillon pendant un temps sous la
lampe (10 a 60 min), nous avons soumis a irradiation continue les
solutions de fluorescamine dans nos différents solvants les plus utilisés
(méthanol, éthanol et acétonitrile) (Fig. III.B.7). Alors que la solution
d'éthanol est presque insensible a une irradiation continue, nous notons

une légére variation du signal dans le méthanot et I'acétonitrile.

50 —rd .
Fluorescamine 10°M dans differents solvants

(1) Fluorescamine/ acétonitile
(23 fluorescamine/ ethanol
(3} Flunrescamine/ methanal

40

a0

20

; {1 |
°] ‘ a/)/ @
1 ) Mo-—""‘a"‘“
8 (e Q)
T

intensité de fluorescence

¥ T T v T
0 5 10 16 20

Temps d'irradiation {min)

Fig. II1.B.7. Effet de I'trradiation continue sur la fluorescamine
dans divers solvants.
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Une étude comparative dans I'acétonitrile d'une solution acétonitrile-
fluorescamine et acétonitrile-fluorophore (Fig. III.B.8) démontre que
l'augmentation du signal est liée a une interaction entre le solvant et
I'excés du sensibilisateur a 450 nm. Dans ce solvant (acétonitrile) il est
souhaitable de ne pas laisser le mélange solvant sensibilisateur sous une

longue irradiation sinon déduire la valeur du signal du solvant.

100
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H H i T H
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Fig. IT1.B.8. Spectres d'émission du fluorophore et de la fluorescamine sous irradiations
de 10 min chacun.
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Fig. I1L.B.9. Effet de l'irradiation sur la fluorescamine seule dans l'acétonitrile (A)
et sur le complexe histamine-fluorescamine dans l'acétonitrile (B).

La variation du signal de fluorescence est identique dans les deux

cas (A et B, Fig. III.B.9) : a savoir, l'irradiation dans le cas du solvant
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(fluorescamine dans l'acétonitrile) et de celui du complexe histamine-
fluorescamine dans l'acétonitrile. L'augmentation du signal observé est
donc liée a une interaction entre le surplus de fluorescamine et le solvant
acétonitrile. Le signal du complexe seul est insensible a une irradiation

continue.

I11.B.5. Calibration pour le dosage de 'histamine

Trois solvants sont retenus : I'eau pour son co(t et le fait que
I'échantillon réel soit extrait en solution aqueuse ou semi-agueuse,
l'acétonitrile a cause de la tres grande sensibilité du signal de fluorescence
dans ce milieu et I'éthanol qui a I'avantage par rapport au méthanol de ne

pas interagir avec la fluorescamine.

IX11.B.5.1. Calibration dans I'eau
La réaction de condensation entre i'histarnine et la fluorescamine

dans l'eau est quasi instantanée (t;,,=0,1-0,5 s); la procédure de
condensation est la suivante : a 0,3 m! d’une solution de fluorescamine
(3,52x107 M) préparée dans l'acétonitrile, nous ajoutons de maniére
croissante un volume V (pl) [10-200 pl] d'une solution d'histamine 3x107
M dans l'eau, puis aprés agitation nous complétons a 5 ml avec de l'eau,
avant de mesurer le signal de fluorescence. Une courbe de calibration
(loglg=9.02+1,17xlogC) avec un coefficient de corrélation proche de
l'unité a été obtenue (fig. II1.B.10) par la méthode de dosage répétitive.

Fluorescaming: 2 x 107 M
100 [Histamine]: variable

R= 0,998

<
logl =8.02 + 1,17 x togC

tntensité de Fluorescence

10 xC e

Fig. 1IL.B. 10. Courbe de calibration dans ’eau.
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I11.B.5.2. Calibration dans l'acétonitrile

La réaction de condensation entre I'histamine et la fluorescamine est
aussi instantanée dans l'acétonitrile. Ainsi, a 0,3 ml d'une solution de
fluorescamine 3,52x10°3 M préparée dans |'acétonitrile, nous ajoutons de
maniére croissant un volume V (ul) [10-80 pl] d'une solution d'histamine
3x107° M préparée dans le mélange acétonitrile-eau 90 :10 (v/v) obtenue
a partir d’'une solution 3x10? M d’histamine dans I'eau. Aprés agitation,
nous complétons a 5 ml avec de I'acétonitrile, avant la mesure du signal
de fluorescence. Une courbe de calibration (loglg=10,6+1,23xlogC) avec
un coefficient de corrélation proche de l'unité a été obtenue (Fig. I11.B.11)
par la méthode répétitive.

Fluorescamine: 2 x 10" M
{Histamine] variable

160 -

Intensité de Fluorescence

10" x ¢

Fig. IIL.B. 11. Courbe de calibration dans I"acétonitrile.

I111.B.5.3. Calibration dans l’éthanol

La réaction de condensation entre I'histamine et la fluorescamine
n‘est pas instantanée dans l'éthanol ; elle évolue lentement est n'est
effective que autour de 25 min de réaction. Cela exclut "itilisation d'un
echantillon d’histamine extrait avec l'eau a cause de la réaction
d’hydrolyse de la fluorescamine qui, étant trés rapide, I'emportera sur la
formation du complexe histamine-fluorescamine.

Afin de prospecter ce milieu qui ne présente pas d’interaction avec
notre sensibilisateur nous avons fait la dissolution de I'histamine dans le

méthanol puis nous avons complété a I'éthanol. Chaque point est obtenu a



partir de 0,3 m! fluorescamine (5,3x10° M) dans I'éthanol auquel nous

avons ajouté V (pl) [10-100 pl} d’histamine (3x10™ M) préparée dans le

mélange éthanol-méthanol 90 :10 (v/v). Aprés 25 min d’attente nous

complétons a 5 ml par l'éthanol. Comme pour

les deux études

préecédentes une courbe de calibration (loglg=9,3+1,06xlogC) linéaire a

ete obtenue par la méthode répétitive (Fig. 111.B.12).

intensité de Fluorescence

Fluorescamine 3,2 x 107 M
[Histamine] variable

R= (,996
(=

iogl =933 + 1.068 x logC

10¢x ¢

Fig. 111.B.12. Courbe de calibration dans 1’éthanol.

I11.B.6. Analyse d'échantillons réels

Nous avons réalisé une extraction de [l'histamine dans du poisson

acheté a un marché local (Gueule Tapée, Dakar) selon la méthode

d'extraction décrite dans la partie expérimentale.

II1.B.6.1. Solvant eau

Apres la proceédure d’extraction,

nous mélangeons 0,6 mi de

fluorescarnine 107 M (acétonitrile) avec 1ml d’histamine de poisson

(eau+acéionitrile, 25 :75 v/v) puis aprés agitation, nous ajoutons 0.25 ml

d’acétonitrile avant de compléter a 'eau 8 5 ml avec de |'eau distillée. Les

resultats de 3 essais sont présentés ci-apres.

IF

38,9

38,9

38,8

{107 X Crmas

4,46

4,46

4,45

¢

st | potsyon

= (4,46 + 0.01) x 107" M

soit (23,24 +0,05)ug / g de produit.
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I11.B.6.2. Solvant acétonitrile

Dans une fiole de 10 m! nous introduisons 1 mi de la §o|ution
d’histamine de poisson dans l'eau, puis nous complétons a 10 ml avec
I'acétonitrile afin de réduire l'effet de I'eau et d’obtenir une solution finale
d'histamine avec 10 % d’eau lors de la reaction de condensation avec la
fluorescamine. Par suite, nous mélangeons 0,6 ml de fluorescamine 103 M
(acétonitrile) avec 1 ml histamine de poisson (eau-acétonitrile, 10 :90,
v/Vv), puis apres agitation nous complétons a 5 ml avec de l'acétonitrile
avant la mesure.

If 42,5 44,4 43,5
10"XCrnésurée 5,08 5,27 5,18
Cout f poiwon = (318 £0,1) x 107 M s0it (27,56 £ 0,5) ug / g de produit.

I11.B.6.3. Solvant éthanol

Le fait que I'histamine soit extraite en solution purement aqueuse ou
semi- aqueuse fait en sorte qu'il est impossible de faire une quantification
de I'histamine avec la flucrescamine dans le solvant éthanol. Des essais
montrent que le signal est quasi inhibé dans ce milieu.

Dans I'éthanol pur, pour des raisons économiques un test est a
écarter a cause surtout de la durée car le dosage d’'un échantillon réel

prendra plus de 6 heures.
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I11.B.7. Performance Analytique

Dans ce tableau (Tab. III.B.4) nous présentons les performances
analytiques de notre méthode aprés optimisation du solvant pour le
dosage de I'histamine en utilisant la fluorescamine comme sensibilisateur
en milieux organique et aqueux.

Tab. H1.B.4. Performance analytique du dosage de I'histamine avec la fluorescamine en milieux
grganique et aqueux.

Solvant Do hem r’ c’ LD® LQ* LAD®
{(nm) | (nm) (ngfgh (ng/mly |(ng/ml) |(ng)
Lau 380 460 0,998 123,24+0,05|34,5 103.5 |345
' Acétonitrile | 390 455 0,997 127,5620,5 4,43 13 44
Ethanol 390 453 0,996 |........... 0,6 2 6

" Coefficient e corrélation de la courbe de calibration

" Concentration d histamine déterminée dans les poissons du marché local

' Limite de détection (LD) et Limite de quantification (LQ). définie comme étant la
concentration d 'analvte donnant un rapport signal/bruit de fond respectivement égal a 3 et 10.

C Limite Absolue de détection (LAD), caleulé en utilisant un volume de 2.5 mi.

Conclusion

L’'optimisation des conditions opératoires (solvant, sensibilisateur,
temps d’irradiation) a permis d'obtenir des courbes de corrélation linéaire
pour le dosage de I'histamine dans l'eau et I'acetonitrile. Ces solvants sont
choisis pour des raisons d’efficacité et de colt. Des limites de détection
comprises entre 1,4 et 35 ng/ml! sont obtenues.

Une analyse des poissons achetés dans un marché local a permis de
déceler des teneurs d’histamine autour de 25,4403 pg/g de chair. Une
valeur qui est en deca du seuil international de tolérance (100 ug/g de
chair) pour les produits halieutiques, mais qui interpelle quand méme les
commercants pour une amélioration des conditions de conservation de ces

produits.



Chapitre II1.C. Dosage en solutions tensioactives

L’'un des enjeux principaux des methodes fluorimétriques concerne
I'amélioration de la sensibilité. En effet, de nombreux travaux [76-78] ont
été consacrés a l'‘évaluation des différents moyens instrumentaux par
lesquels la sensibilité des méthodes fluorimétrique peut étre augmentée.
L'usage du détecteur a compteur de photon unique, les sources
d'excitations laser et les techniques basées sur le fibre optique
apparaissent comme étant plus pratigues, mais necessitent un
appareillage sophistiqué de colt généralement assez élevé pour les pays
du sud. Ainsi, il serait plus intéressant de disposer d‘une alternative
simple et moins onéreuse qui permettrait d'arriver aux mémes résultats.
Ce chapitre traitera essentiellement d‘une telle approche basée sur les
systéemes miceliaires.

A lorigine, lintérét suscité par les micelles corcernait
essentiellement leur utilisation comme modele de membrane pour I'étude
d'une variété de processus biologiques [41]. Initialement, la technique de
fluorescence a été utilisée pour étudier la structure, les propriétés de
micellisation et la dynamique de tels systémes [41,77,78] ; plus tard il a
été découvert que certaines molécuies surfactants, telles que le sulfate
dodécyle de sodium (SDS) solubilisaient sélectivement par formation
d'agrégats de micelles en solution, de nombreux composés luminophores,
entrainant ainsi une exaltation de leur signal de fluorescence [41]. Des
études ont montré que les micelles assuraient la protection du premier
état excité contre divers processus d‘inhibition ou de désactivation non
radiative. Cela a eu pour conséquence l'exaltation du signal de
fluorescence par des facteurs de 2 a 150 ou une amélioration des limites
de détection par des facteurs de 1,5 a 100. En dépit de limportance
analytique de ces résultats, il n’existe pas a notre connaissance
d’applications analytiques concernant le dosage de I'histamine en milieux
micellaires.
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Dans ce chapitre, nous étudierons l'effet de trois types de micelles
sur le coniwplexe histamine-fluorescamine en milieu aqueux et organique
dans le but d’obtenir une voie simple et efficace de dosage de |'histamine
dans les produits halieutiques et dérives. Dans cette étude nous avons
utilisé 3 ty}pes de micelles (le SDS, anionique ; le CTAC, cationique ; et le
Brij-700, ﬁeutre),

II1.C.1. Dosage en solution micellaire aqueuse

IT1.C.1.1. Effet du solvant micellaire sur les spectres

Une solution d’histamine 10 M dans le mélange (eau-méthanol,

25 :75 v/v) et une solution de fluorescamine 3,2 10 M dans l'acétonitrile
sont préparées. Les solutions micellaires Brij-700 103 M, SDS 0,1 M et
CTAC 0,756 M sont préparées dans |'eau distillée,
A partir de ces solutions, nous melangeons volume a volume 0,1 mi
d’histamine et 0,312 ml de fluorescamine dans une fiole de 10 ml, puis
nous complétons a 10 ml par de l'eau distiliée. Par suite, 2 ml de cette
solution est prélevée dans une fiole de 5 ml auquel nous ajoutons le
volume requis pour chacun des 4 solvants (eau et solution aqueuses de
Brij-700, SDS et CTAC) permettant d‘obtenir une concentration finale
micellaire de Brij-700 10" M, SDS 0,05 M et CTAC 0,4 M, valeurs
correspondants aux concentrations optimales.

Mis a part le CTAC pour lequel on note un déplacement des 2 bandes
spectrales, tous les autres systémes de solvant ont les mémes longueurs
d‘ondes d’excitations et d‘émission (Fig. III.C.1). Les longueurs d'onde
suivantes ont été retenues comme longueurs d'onde analytiques :

A, =380nm et A, =460 m pour l'eau et les solutions aqueuses de Brij-700

et de SDS. Dans la solution aqueuse de CTAC, A, =385nm et A, =458 nm

111



Histamine 4 x 10° M
Fluorescamine 4 x 10° M

2001
| SCTAC: 0.4 M 3gs 468

-S5DS: 0.05M

- Brij-700: 10 M

-Eau

166 -~

W M -

120 -4

80 ~

Intensité de Fluorescence

T T T T ki
200 250 300 350 400 450 300
Longueurs d'ondes {nm}

Fig. IIL.C.1. Spectre d’excitation et d’émission du complexe histamine-{luorescamine
dans les différents milieux étudiés.

1I1.C.1.2. Optimisation des conditions opératoires

111.C.1.2.1. Optimisation du pH en solution micellaire aqueuse
Le pH est un facteur affectant aussi bien l'intensité de fluorescence

que la cohésion des micelles. Il est donc important de bien connaitre son
impact sur [|’émission de fluorescence du complexe histamine-
fluorescamine dans les différents solvants étudiés.

Les résultats obtenus dans les différents systémes de solvant (Fig.
II1.C.2) montrent que les courbes de variation de lintensité de
fluorescence en fonction du pH ont des allures différentes selon le solvant
employé. En effet, les solvants neutres ( eau, brij-700) présentent un
signal de fluorescence intense pour une gamme de pH assez large,
comprise approximativement entre 4 et 11 ; tandis que pciur les
surfactants ioniques (SDS et CTAC), la courbe Ig=f(pH) est caractérisée
par des maximas bien définis obtenus pour des valeurs de pH 1,44 et 1,13
respectivement pour le SDS et le CTAC.
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Fig. 111.C.2. Effet du pH sur I’émission de tluorescence du complexe
histamine-fluorescamine dans les différents milieux.

Toutefois, pour tous ces systemes de solvants, |I'étude précédente
ne révele pas l'information majeure au sujet de la stabilité relative du
complexe formé, puisque ces courbes ont été enregistrées en des temps
relativement courts pour chaque valeur de pH. Pour avoir plus
d‘information sur la stabilité du complexe formé, une étude cinétique a été

développée.

I11.C.1.2.2. La stabilité du complexe (Etude cinétique)

Les résultats (fig. III.C.3) montrent que le complexe formé est
relativement stable dans l'eau et les solutions aqueuses micellaires de
brij-700 et de SDS a pH=10 ; tandis que pour le CTAC, une décroissance

continu du signal avec le temps est observé.
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Fig. II1.C.3. Cinétique du complexe histamine-fluorescamine en solution
micellaire & pH=10.

Cette décroissance nous conduit a étudier l'effet du pH sur la
stabilité du complexe en solution aqueuse micellaire de CTAC (Fig.
II1.C.4). Nous avons ainsi fait la cinétique en solution miceilaire CTAC en
milieu alcalin (courbe 1, Fig. II1.C.4),; afin de faire une juste comparaison
nous avons maintenu la méme solution que nous avons neutralisée afin de
faire une cinétique en milieu NaCl neutre (courbe 2, Fig. II1.C.4); ensuite
nous l'avons acidifiée afin d'étudier la cinétique en milieu acide (courbe 3,
Fig. I11.C.4).
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Fig. I11.C.4. Effet du pH sur la stabilité du fluorophore en milieu micellaire de CTAC.

Le complexe excité est moins stable dans la solution alcaline que
dans la solution neutre NaCl, mais plus stable dans la solution acide HCI
qui exalte en pius l'émission de fluorescence. Une étude en solution
micellaire de CTAC en milieu acide stabilise donc le complexe excité
histamine-fluorescamine. Les conditions optimales analytiques sont

résumees dans le Tab. III.C.1.
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Tab. HI.C.1. Optimisation des conditions analytiques pour le dosage de histamine par la
fluorescamine.

Solvant * hex/Aem (nm) ° pH Stabilité¢ du Complexe i
H,O 3807460 7 jusqu'd 15 min
brij-700 380/460 10 oui
Milieu 10 oul
380/460
aqueux SDS 1.44 !
faible
10 faible
387/458
CTAC 1.13 moyenne
Milieu neutre  oui
387/458
acetonitrile CTAC acide faible

* Concentrations micellaire : [Brij-700]=10"" M, [SDS]=0.05 M. [CTAC]=0.4 M.
b Longueurs d’onde d’excitation (Ay) et d’émission (Ayy,) maximum pour les spectres.

I111.C.1.2.3. Effet de la concentration micellaire

En solution aqueuse les micelles sont des micro-environnements
capables de solubiliser sélectivement de nombreux solutés hydrophobes,
ce qui entraine souvent une exaltation du signal de fluorescence d’un
soluté fluorophore. Des études ont montré qu’une concentration élevée en
monomeéres de tensioactifs accentue I'effet micellaire. Comme ['étude par
dosage répétitif est pénible, la recherche d'une nouvelle méthode de
dosage moins contraignante comme par exemple la méethode de dilution
demande une connaissance préalable de !'effet de la variation de la
concentration micellaire qui pourrait étre induite par dilution sur les
concentrations analytiques optimales & utiliser : Brij-700 (10 M) SDS
(5.10%M) et CTAC (0,4 M).

I11.C.1.2.3.1. Effet de la variation de la concentration de Brij-700
Pour une concentration fixe en histamine et fluorescamine (Fig.

II1.C.5), la variation de la concentration du Brij-700 autour de Ia

concentration d'étude (10 M) n'affecte pas le signal d’émission du
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complexe bistamine-fluorescamine. Il sera donc possible d’utiliser la
méthode de dilution au cours de laquelie, seule la concentration du

complexe formé restera fonction de l'intensité de fluorescence.
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Fig. HL.C.5. Influence de la concentration de brij-700 sur la fluorescence
du complexe histamine-{luorescamine formé.

I11.C.1.2.3.2. Effet de la concentration de SDS
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Fig. IIL.C.6. Influcnce de la concentration du SDS sur la fluorescence du complexe.

De méme, pour des concentrations fixes en histamine et
fluorescamine de part et d’autre de la concentration de SDS (5 x 107? M)
utilisée, l'intensité de fluorescence ne varie presque pas avec la
concentration de SDS (Fig. III.C.6). Il sera aussi possible d’employer la
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méthode de dilution pour cette micelle sans que cella puisse induire des

erreurs notables sur les mesures analytiques.

111.C.1.2.3 ff la_concentration de CTAC

En revanche, ici la courbe donnant la variation de la concentration
du CTAC en fonction du signal de fluorescence (Fig.III.C.7), montre que
l'intensité de fluorescence est une fonction croissante de la concentration
micellaire, ceci nous permettra d'accroitre la sensibilité de nos mesures en
utilisant des solutions plus concentrées en CTAC. Nous constatons que le
signal de fluorescence augmente toujours avec la concentration en CTAC
mais toute fois, nous avons choisi la concentration Cerac = 0,4 M pour nos
mesures, ce qui correspond a une concentration trés importante sur
laquelle les faibles dilutions dans la cuve n'ont pratiquement pas
d'incidence.

1 Histamine 8.10°m
f Fluorescamine 10°M
pH=10 _ el
/C'O
(@]
V4
o]
100 4 !
-~ {
O/»,/ N
o~ Logl,=Log[CTAC)
Qe O~
R
T T vy v ey
1E-3 0,01 0.1
[CTAC]

Fig. IIL.C.7. Influence de la concentration de CTAC sur [Mintensité de
fluorescence du complexe histamine-fluorescamine.

111.C.1.2.4. Effet de la concentration de NacCl

Cette étude est justifiée par le fait que I'histamine est généralement
extraite des échantillons réels avec de l'acide chlorhydrique (HCI 0,2 M)
par la méthode de TCA 10 %. Etant donné que la réaction de
condensation entre I'histamine et la fluorescamine a lieu en milieu neutre



ou basique, il faut donc nécessairement neutraliser ou alcaliniser le filtrat
de HCI, ce qui nous ramene dans un milieu contenant du NaCl. La courbe
donnant la variation de l'intensité de fluorescence du complexe histamine-
fluorescamine en fonction de la concentration de NaCl montre que le
signal du complexe reste pratiguement inchangé (Fig. III.C.8). D’autre
part, I’étude cinétique a revélé que la présence de NaCl n'affecte pas non

plus la stabilité du complexe histamine-fluorescamine.

500 histamine = 10° M
Fluorescamine = 1,2.10° M
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Fig. I1L.C. 8. Influence de la concentration de NaCl sur I'émission de fluorescence
du complexe histamine-fluorescamine.

I111.C.1.3. Courbes de calibration
Afin d'évaluer lintérét analytique de la méthode, nous avons établi

les droites de calibration dans les différents solvants étudiés et dans les

conditions analytiques optimales.

I11.C.1.3.1. Calibration dans |'eau
Dans une fiole de 5 mi, nous introduisons 60 ! d’histamine (1x107° M)

dans une solution aqueuse de NaCl 0,2 M; puis nous ajoutons
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successivement 400 ul de fluorescamine (4x10™ M) préparée dans
l"acétonitrile et 0,5 ml d'eau distillée pour faciliter la réaction de
condensation. Au bout de 1 min, la fiole est complétée a 5 ml avec de
I'eau distillée. Par la suite, 2,5 ml de la solution précédente sont introduits
dans la cuve pour la mesure analytique. En appliquant la méthode de
dilution, la courbe de calibration suivante a été obtenue (Fig. I11.C.9).

1004 Iffluorescamine] = 3,2 x 10° M
| |Histemine] _=1,2x 10" M

mE

" R=0,99916

log !, =073 + 1.04 x logC

Intensité de fluorescence

10

c'=10'C

Fig. I11.C.9. Droite de calibration de la détermination de histamine
dans I'eau : A,=380 nm, A,n=460 nm, pH=7.
Comme le montre le graphe, la courbe obtenue est une droite avec
un coefficient de corrélation de 0,999, ce qui démontre la précision de la

méthode.

111.C.1.3.2. Calibration dans le BRIJ-700

La procédure de préparation de la solution est identique a celle utilisée
dans I'eau jusqu’a la condensation. Aprés la réaction de condensation,
nous ajoutons 0,35 ml d’une solution aqueuse de BRIJ-700 (10> M), nous
agitons un peu avant d‘ajouter 50 uyt de NaOH (0,1 M) afin de stabiliser le
complexe formé puis nous agitons une derniére fois avant de compléter a
5 ml avec de l'eau distillée. Par la suite, 2.5 ml de cette solution sont
introduits dans la cuve pour la mesure analytigue. En appliguant la
meéthode de dilution, on obtient une courbe de calibration dont la précision
est correcte (Fig. I11.C.10). ;



100 ;[ﬂuorescamine] =32x10°M
i|[Histamine]  =12x10" M

1liBrij-7001= 10" M

R = ,99622

Intensité de fluorescence

log I, =0,65 + 0,97 x logC’

cr=10C "

Fig. II1.C.10. Droite de calibration de détermination de I"histamine dans
le BRIJ-700 107" M : A, =380 nm, Aen=460 nm, pH=10.

111.C.1.3.3. Calibration dans le SDS

La procédure de préparation de la solution est identique a celle dans

l'eau et le brij-700 jusqua la condensation. Aprés la réaction de
condensation, nous ajoutons 2,5 ml d'une solution aqueuse de SDS (0,1
M), nous agitons un peu avant d’ajouter de l'eau distillée puis 50 ul de
NaOH (0,1 M) afin de stabiliser le complexe formé et enfin, apres
agitation, nous complétons a 5 ml avec de l'eau distillée. Par la suite, 2,5
mi sont introduits dans la cuve pour la mesure analytique. En appliquant
la méthode de dilution la courbe de calibration précédente a été obtenue
(Fig. 111.C.11).

{flucrescamine] = 3,2 x 10° M
1001 i[Histamine]mx: 1,.2x 107 M

(8DSI=5x 107 M

log l =07 + 1,156 x logC

Intensité de fluorescence

c'=10'C

Fig. I[1.C.11. Droite de calibration de la détermination de I"histamine dans
le SDS (0.05 M) : A =380 nm, A.,=460 nm, pH=10.



111.C.1.3.4. Calibration dans e CTAC
La procédure de préparation de la solution est la méme que dans les

trois solvants précédents jusqu’a la condensation sauf qu’ici noug avons
utilisé 30 pl d’histamine (1x10> M). Aprés la réaction de condensation,
nous ajoutons 2,7 ml d’'une solution aqueuse de CTAC (0,4 M), nous
agitons un peu avant d'ajouter de I'eau distillée puis 32 ul de HCI (11,6 M)
afin de stabiliser le complexe formé; et enfin, aprés une agitation, nous
complétons a 5 ml avec de I'eau distillée. En fin, 2,5 ml de cette solution
sont introduits dans la cuve pour la mesure analytique. En appliquant la
méthode de dilution la courbe de calibration suivante (Fig. III1.C.12) a éte

obtenue.

[fluorescaminel = 3,2 x 10°% M
[Histamine] =86 x 10" M
[CTAC]= 0,04 M

168

R =0,88801

intensité de fluorescence

tog i, =124 + 1,16 x logC
.

c'= 10°cC i

Fig. II1.C.12. Droite de calibration de la détermination de 1"histamine
dans le CTAC 0,4 M 1=387 nm, A¢n=458 nm, pH=1.13.

I11.C.1.4. Application analytique

111.C.1.4.1. Dosage d’échantillons réels de poissons

Aprés l'extraction selon la méthode Lerk & Bell sur du poisson
fraichement acheté au marché (Gueule Tapée, Dakar), nous avons fait 3
déterminations dans chacun des 4 solvants : l'eau et les 3 solutions
aqueuses micellaires (Brij-700, SDS et CTACQ).

Tab. IIL.C. 2. Teneur d histamine dans le poisson frais du marché.

Solvant Eau distillée | Brij-700 SDS CTAC | Moyenne |
Cues (mol/))  [2,98x107M  [351x107M [3.76x107 M 14.14x107 M [3.60x107M |
Teneur (T) en| 15,0 17,6 18,8 20,7 18 +2 i
ug/g de chair | 5




Une deuxiéme détermination été réalisée apres 24h sur le second
échantillon de poisson laissé au laboratoire & 25 °C.

Tab. HIL.C. 3. Teneur d’histamine dans du poisson conservé pendant 24 h 4 25° C.

Solvant | Eau distiliée | Brij-700 SDS CTAC Moyenne
Coes (mol/D) [ 6x10° M 544x10°M  [524x10°M  |5,3x10°M  [5.4950x10° M
Teneur (T) en|300 2721 262,1 265,1 275+ 15

ug/g de chair

Ce test montre que le taux d’'histamine est passé de 18 ug/g de
chair pour le produit frais a 275 pg/g seulement au bout de 24 heures.
Cette valeur est largement au dessus du seuil de tolerance en histamine
pour les p';roduits halieutiques (évalué a ~100 ug /g), mais est en parfaite
adéquation avec l'état de décomposition du morceau de ['échantillon
analyse.

Le 3% test est réalisé sur un morceau de poissor. enroulé dans un
papier aluminium et placé dans un réfrigérateur (3 10°C) pendant la

méme durée.

Tab. HLC. 4. Tencur d histamine dans du poisson de méme ¢chantillon conservée
pendant 24h a 10°C.

{ Solvant Eau distiliée | Brij-700 SDS CTAC Moyenne

{ Coes(mol/l)  [6,88x107M  [6,63x10"M [7,13x10'M [828x10"M [7,22x10"M
' Teneur (T)en | 34,4 33,2 35,7 41,4 36+ 3

‘ug /g de chair

Nous constatons que malgré |'utilisation du réfrigérateur a 10 °C, le
taux d’histamine a presque doublé passant de 18+2 ug/g a 36+4 pg/g de
chair. Cette augmentation n’est pas aussi importante car le produit est
toujours consommable. Toutefois elle démontre la nécessite de garder les
produits halieutiques a des températures plus basses pour éviter

l'augmentation de la teneur en histamine.
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I11.C.1.4.2. Performance Analytique

Tab. II1.C.5. Performances analytiques de la détermination de I"histamine
en solution aqueuse micellaire

Solvant ? Aex/ Aem pH | Domaine lindarité | Pente® re LD LDA LQ
(nm) (ng/ml) (ng/mb) | (ng) | (ng/ml)
H,0 380/ 460 7 500-1600 1.04 0,9992 25 63 79
BRIJ-700 | 380/460 | 10 500-1600 0.97 |0,9962 4 10 14 5
spS 380/460 | 10 500-1600 1.15 0.9965 6 15 17
CTAC 387/458 (1,13 200-800 1.16 | 0.9980 2 5! 6

? Concentration des micelles: [BRIJ-700]=10"* M, [SDS]=0,05 M, [CTAC]=0,4 M ;
® pentes des droites log-log de calibration ;
¢ Coefficient de corrélation.

i

Nous avons rassemblé dans ce tableau I’ensemble de nos parameétres
analytiques issus du traitement statistique de nos données. Les LDs
obtenues sont relativement basses, variant entre 2 et 25 ng/ml! selon les
solvants. Les LD absolues (LDA) s’échelonnent entre 5 et 63 ng.

Le dosage de I'histamine en solution micellaire aqueuse est donc
plus sensible que dans l'eau pure. En effet, le dosage de I’'histamine dans
la micelle anionique SDS est 4 a 5 fois plus sensible que dans une solution
aqueuse simple. La micelle cationique CTAC est la plus efficace pour le
dosage de I'histamine par la fluorescamine : les mesures sont 12 a 13 fois

plus sensibles que dans l'eau.

ITI.C.2. Les tensioactifs en milieu organique

ITI.C.2.1. Fluorescence en milieux tensioactifs

De tous les solvants organiques étudiés (méthanol, éthanol,

propanol-1, butanol-1, DMF, DMSO, acétonitrile, cyclohexane) c’est dans
I'acétonitrile que

le signal de fluorescence du complexe histamine-



fluorescarine est le plus élevé. C’est la trés grande sensibilité observée
qui a guidé notre choix pour une étude en présence de molécules
tensioactives dans ce solvant.

III.C.2.1.:Z'L. Préparation de I’échantilion

Des solutions méres d’histamine (107 M) dans le mélange eau-
acetonitrile 25 :75 v/v de fluorescamine (3,2x107° M) dans V'acétonitrile et
des solutions aqueuses micellaires de Brij-700 103 M, SDS 0,1 M et CTAC
0,76 M dans l'eau ont été préparées.

A partir de ces solutions nous réalisons la condensation entre
I'histamine (25 upl) et la fluorescamine (250 wl) dans une fiole de 10 ml
afin de former le fluorophore histamine-fluorescamine pour une
concentration finale en fluorescamine (8x10™ M) et d’histamine (2,5x10°
M). Apres addition de 1ml d’acétonitrile, et aprés agitation nous
complétons a 10 ml avec 'acétonitrile.

De cette solution nous prélevons 200 yl que nous introduisons dans
une fiole de 5 ml puis nous ajoutons le volume V requis de la solution
micellaire aqueuse correspondante afin d’obtenir une concentration finale
en monomeres tensioactifs de Brij-700 (102 M) de SDS (8 x 10 M) et de
CTAC (0,06 M).

1I1.C.2.1.2. Effet de solvant sur les spectres
Nous présentons dans la figure suivante (Fig. II1.C.13) les spectres

d'excitation et d’‘emission du complexe histamine-fluorescamine
enregistres dans les différents systémes de solvants étudies.

L'aspect général de ces spectres restés inchangés démontre qu'il
s’agit bien du méme complexe histamine-fluorescamine dans les différents

milieux.
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Fig. I11.C. 13. Spectre d’excitation et d’émission du complexe histamine fluorescamine en
solutions tensioactives d’acétonitrile.

Nous constatons une exaltation du signal de fluorescence du
complexe histamine-fluorescamine en solution tensioactive cationique de
CTAC par rapport a l'acétonitrile seule comme solvant, et une inhibition du
signal de fluorescence en solution tensioactive neutre de Brij-700 et
anionigue de SDS avec un déplacement hypsochrome du maximum
d'émission a 450 nm. Ceci conduit a choisir comme dans le cas de I'étude
précédente la solution tensioactive cationique de CTAC pour une étude de

dosage de I'histamine afin d'accroitre la sensibilité de notre méthode.

I11.C.2.2. Optimisation de la concentration de CTAC

Lorsque la concentration de CTAC varie entre 0 et 0,2 M nous
remarquons une augmentation du signal de fluorescence avec Ia
concentration micellaire, suivie peu aprés d'une décroissance (Fig.
IT1.C.14). Cette baisse est certainement liée a I'augmentation progressive
des molécules d’eau (le CTAC est vendu en solution aqueuse), car comme
nous l'avons vu, l'eau inhibe le signal de fluorescence du ccmplexe

histamine-fluorescamine (II1.A).
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Fig. H1L.C.14. Effet du CTAC en solution acetonitrile sur le signal
de fluorescence du complexe histamine-fluorescamine.

I11.C.2.3. Effet de NaOH et HCI

Une étude des effets de NaOH et de HCI est réalisée sur le signal de
fluorescence du complexe histamine-fluorescamine en  solution
tensioactive de CTAC dans I'acétonitrile. La réaction de condensation entre
I'histamine et la fluorescamine a été realisée dans une fiole de 5 ml a
partir d’'une solution finale en histamine 1,25 10”7 M et en fluorescamine
4x10°® M. Ensuite 0,395 ml de la solution micellaire aqueuse de CTAC 0,76
M a été ajoutée afin d’obtenir une concentration 0,06 M de CTAC dans
l'acétonitrile apres ajustement a 5 ml avec l'acétonitrile.

2,5 ml de cette solution est placée dans une cuve, la mesure du signal de
fluorescence donne le spectre (1) (fig. 1II.C.15). Lorsque nous ajoutons
dans cette solution 40 ul de NaOH 1N préparée dans I'eau nous obtenons
le spectre (2) (fig. I11.C.15). L'ajout de 90 pl d’une solution de HCI 0,5 N
dans la méme solution afin de neutraliser le NaOH, et d’observer |'effet
d’un léger surplus de HCI donne le spectre (3) (fig. III.C. 15). Il en résulte
un recouyrement du signal de fluorescence avec en plus une exaltation

importante.
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Fig. IIL.C. 15. Effets de NaOH et HCl sur le signal de Fluorescence du complexe
histamine-Fluorescamine en solution tensioactive de CTAC dans 'acétonitrile.

Afin de bien cerner l'effet de HCl, des études complémentaires de
son rble sur le signal de fluorescence du complexe dans l'acétonitrile seule
(fig. I11.C.16a) et dans la solution tensioactive de CTAC dans Vacétonitrile
(fig. 111.C.16b) ont été réalisées. Ces études montrent une exaltation du
signal de fluorescence pour des faibles valeurs de concentration de HCI (<
2x10™* M) suivie d’une inhibition progressive au fur et & mesure que cette
concentration augmente.
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Fig. 111.C. 16a. Effet de HCI en solution tensioactive.
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Fig HLC. 16b. Effet de HCl dans Pacétonitrile.




Histamine: 3,8 x 10° M

300 Fluorescamine: 6,2 x 10° M
[HCIH}: Variable

;;f“ ”'--t/\
250 40y
N
AN o (2)
o T
g

200 H
O :
\3 [ (1): Acétonitrile

150 \ 1 {2): CTAC 0.06 M dans Acétonitrile

o)
100 - T

Intensité de Fluorescence

50 o

0 -y Y t ¥ v T T T
0 5 10 15 20 25

10° x [HCL]

Fig. IILI.C. 16¢. Eftet de HCI sur le complexe histamine-fluorescamine dans
I’acétonitrile (1) et dans la solution micellaire de CTAC dans I’acétonitrile.

L'inhibition du signal de fluorescence du complexe est plus importante
dans la olution d’acétonitrile seule que dans celle en présence de
tensioactifs (Fig. 1I1.C.16c).

I11.C.2.4. Etude Cinétique

Une étude cinétique du complexe histamine-fluorescamine en
solution tensioactive de CTAC dans lacétonitrile (Fig. III.C.17a) a été
réalisée pendant 10 minutes. Nous remarquons une grande stabilité du
complexe dans ce milieu (courbe 1, Fig. III.17a). Aprés ces 10 min la
méme solution a été acidifiée par addition de HC| de maniere a avoir une
concentration finale 2x103 M en HCI. Il se produit une exaltation du signal
de fluorescence mais a la différence du premier milieu, ici nous observons
une baisse rapide du signal du fluorophore (courbe 2, Fig. III.C.17a). Un
dosage en milieu acide sera trés sensible mais nécessitera une certaine
ponctualité sur le temps de mesure apres la réaction de condensation et

cela sera difficile.
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Fig. IILC. 17a. Etude cinétique du complexe histamine —fluorescamine dans
’acétonitrile et dans la solution tensioactive de CTAC dans "acétonitrile.

Pour bien prospecter le milieu acétonitrile+CTAC afin d‘avoir des
informations plus complétes sur la stabilité du complexe, une étude
cinétique pendant un temps plus long a été réalisé. Ainsi, des cinétiques
de 30 minutes ont été réalisées avec le méme échantillon (Fig. III.C.17b)
separes par des intervalles de temps de 3 heures entre les deux
cinétiques. Par ailleurs, une étude de I'évolution du solvant (acétc;nitri!e—
CTAC+fluorescamine) dans les mémes conditions que le co!mplexe
(intervalles de 4 heures) a été réalisée (courbes non présentée). Cela a
permis de noter une évolution de 18 unités en intensité de fluorescence

pour la solution fraiche de solvant qui était de 12 unités au départ.
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Fig. lI1.C. 17.b, Etude cinétique du complexe histamine-fluorescamine
dans une solution micellaire de CTAC dans ’acétonitrile.
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Les ispectres d’excitation et d’émission au début de la premiere
cinétique et a la fin de la 2°™ cinétique sont identiques (Fig. III.C.17¢). Le
complexe n’a subi aucune transformation, la légére augmentation du
signal de fluorescence de 12 unités est certainement liée a |'évolution du
signal du solvant sous l'effet de l'irradiation comme l'atteste I'étude du
solvant (III. B.4).

250 — ‘(Histamine: 26x10°M
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Fig. III.C. 17¢. Spectres d’excitation et d’émission du complexe histamine-fluorescamine
dans une solution tensioactive de CTAC dans Pacétonitrile & t=0 (1) et a 4h apres (2).

Nous pouvons affirmer que le complexe histamine-fluorescamine
est tres stable en solution tensioactive de CTAC dans l'acétonitrile.

I11.C.2.5. Calibration en solution tensioactive
Une solution A contenant le complexe histamine-fluorescamine est

préparée dans une fiole de 10 ml a l'aide de 40 pl d’'une solution
d’histamine 102 M (eau-acétonitrile 25 :75 v/v) et 160 pl d’une solution
de fluorescamine 3,2x107° M (acétonitrile). Nous ajoutons 0.5 ml
d'acétonitrile puis nous agitons. Apres 3 min nous introduisons 0,79 ml
d’'une solution aqueuse de CTAC 0,76 M afin d’avoir une concentration
finale de 0,06 M en monomeres tensioactifs. Ensuite nous ajustons a 10
ml avec l'acétonitrile. Dans une autre fiole nous préparons une solution B
de solvant (acétonitrile-CTAC+fluorescamine) ayant les mémes

concentrations que précédemment. Nous prélevons dans une cuve pour
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chaque mesure un volume V (ul) [50-1000 ullde la solution A et nous
complétons a 2,5 ml avec la solution B. Apres agitation nous mesurons
son signal de fluorescence, parallielement dans une autre cuve une mesure
du signal du solvant (solution B) est réalisée. L'intensité du signal de
fluorescence considéré pour la courbe de calibration (fig. III.C.18) est la
difféerence entre le signal du complexe dans la solution A et celui du
solvant (solution B) au méme moment.

Solvant 1
uoui Acétonitrile + CTAC 0,06 M i

Log 1)

6,76 + 0,86 xing C

Log (C)

Fig. I11.C.18. Courbe de calibration en solution tensioactive
de CTAC dans I"acétonitrile

Une courbe de calibration linéaire Log/, =676+085logC a ete
obtenue par la méthode du dosage répétitive avec un coefficient de

i
corrélation (0,996) proche de l'unité. La limite de détection LD = (%—25’1 “

avec o (0=0,1448) écartype de 11 valeurs du solvant fraichement
préparé, donne une limite de détection de 0,5 ng/ml de solution. Cette LD
est 10 fois plus faible qu’en utilisant I'acétonitrile seule ou 70 fois en
utilisant I'eau comme solvant.
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Conclusion

Les résultats obtenus par notre approche pour [|‘analyse de
I'histamine en solutions tensioactives soit dans l'eau ou en milieu
organique mettent en relief quelques avantages analytiques par rapport
aux methodes décrites dans la littérature.

a)- Outre son usage comme membrane pour |’étude d’une variété de
processus biologique, nous avons démontré I‘avantage évident des
micelles en vue d’augmenter la sensibilité des mesures par la protection
des états excités vis a vis des autres processus de désactivation non
radiative. Ainsi le dosage de I'histamine est 10 a 70 fois plus sensible en
solution micellaire de CTAC par rapport a l'eau et les solvants organiques
usuels.

b)- Au-dela du dosage direct de l'histamine dans les produits
halieutiques et leurs dérivés notre méthode sera trés pratique dans le
domaine médical: un prélévement tres infime suffira pour la préparation
des échantillons, devenant ainsi moins pénible pour les patients. Dans le
cadre par exemple d’un test du suc gastrique, de larme, de sang, etc.
quelgues microlitres suffiront (20-100 pi).

c)- La tres grande sensibilité de la méthode (0,5 ng/ml),
I'instantanéité de la réaction de condensation entre la fluorescamine et les
composés aminés (0,1-0,5 s), l'exaltation de la fluorescence en solution
tensioactive, pourrait faire de cette methode une alternative valable pour
le controle de la qualité des poissons et des produits halieutiques en
géneral.

d)- Une application sur des échantillons de poissons capturés puis
conservés sous glace pendant 48 heures nous a donné des résultats pour
la teneur en histamine de l'ordre de 32,2 + 3,2 png/g de chair.



Chapitre II1.D. Avantages et inconvénients de

notre méthode

I11.D.1. Etude comparative

Chague annee de nombreuses meéthodes sont proposées pour le
dosage de I'histamine dans les produits halieutiques et dérivés, Il s’agit
surtout ces dernieres années de meéthodes, enzymatiques,
chromatographiques et fluorimétriques. Les deux dernieres sont
généralement basées sur une réaction de dérivatisation de I'histamine
avec l'orthophthalaldéhyde (OPA). Ainsi, la méthode officielle de I'AOCA
internationale (méthode 977.13) [58] qui est la méthode de référence
pour I'homologation de toute nouvelle méthode sur le dosage de
I'histamine, utilise I'OPA comme sensibilisateur pour former avec
I'histamine en milieu alcalin un complexe fluorophore. Apres une réaction
de condensation qui dure 4 a 5 min, on acidifie le milieu afin de bloquer
I'évolution de la réaction. Ensuite on attend 25 min pour que le signal de
fluorescence se stabilise avant la mesure de lintensité. Pour ce qui
concerne l'extraction dans cette methode a la différence de la méthode de
Lerk et Bell I'histamine est extraite des produits halieutiques dans un
mélange eau-meéethanol 25 :75 v/v.

L'inconvénient majeur du dérivé histamine-OPA est que son signal
de fluorescence est trés instable en milieu alcalin et acide, et cela méme
dans les conditions de mesures analytiques de la méthode AOAC
internationale. Etant donné que la stabilité du signal de fluorescence est
trés déterminante dans la fiabilité des résultats analytiques, dans ce
travail nous avons tout d’abord fait une étude comparative de la stabilité
du complexe fluorophore histamine-fluorescamine dans nos conditions
optimales d’analyse et de celle du complexe fluorophore histamine-OPA
suivant la méthode officielle de I'AOCA internationale. Ensuite nous avons
regroupé les performances analytiques de notre étude que nous
comparons avec les resultats des autres meéthodes commerciales

i
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disponibles sur le marché pour le dosage de I'histamine dans les produits

halieutiques et produits dérivés.

III.D.1.1. Sensibilité et stabilité comparative
Le fluorophore histamine-OPA est tres fluorescent. Ainsi, a

concentration égale en solution aqueuse ou en milieu binaire eau-
méthanol (25 :75 v/v) son signal est plus intense que celui du complexe
histamine-fluorescamine et cela méme apres optimisation de notre milieu
(milieu tensioactif de CTAC 0,06 M dans l'acétonitrile) (Fig. III1.D.1).

[histamine] = 1,3 x 10°M
Sensibilisateur:

(a) [OPA]= 7,44 x 10° M

(b) [Fluorescaminel= 2 x 10° M

250

200 4 444
458

150
(a)
(b}

100

intensité de fluorescence
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360 380 400 420 440 460 480 BOO 520
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Fig. IIL.D.1. Emission du complexe histamine-OPA (a) pH=1,1 en milieu eau-
méthanol 25 :75 v/v et du complexe histamine-fluorescamine (b) en milieu CTAC
0,06 M+acetonitrile.

Le signal important du complexe histamine-OPA apparait a priori comme
un avantage des méthodes utilisant ce sensibilisateur devant la notre mais
a la suite d'une analyse approfondie, nous nous sommes rendu compte
que malgré les 25 min d’attente apres la phase d’acidification du milieu, le
complexe histamine-OPA reste toujours relativement instable. Ainsi, une
cinétigue pour une méme concentration des deux complexes dans les
mémes conditions de voltage (350 V) et de facteur (1,5) et dans les
conditions optimales de milieu dans chaque cas (le complexe histamine-

OPA est a pH 1,1 dans le solvant eau-methanol 25 :75 v/v et le complexe



histamine-fluorescamine est dans une solution micellaire de CTAC 0,06 M
dans l'acétonitrile) a éte réalisée (Fig. I11.D.2).

[histamine}=1.312 x 10°M
280 - (1)-[Fluorescaminel= 2 x 10°°M
1 (2) (2)-[OPA] = 7.44 x 10° M ;
240 —_—
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Fig. IIL.D.2. Cinétique du complexe histamine-fluorescamine (1) milieu CTAC 0,6 M dans
I’acetonitrile et du complexe histamine-OPA (2) pH=1,1 dans le mélange eau-méthanol 25 :75 v/v.

Nous constatons une grande instabilité du complexe histamine-OPA
malgré la relative stabilité entre 16 et 27 min encadrant le temps de
mesure du signal (25 min). Ce signal décroit et passe en dessous de
lintensité du dérivé histamine-fluorescamine qui contrairement au signal
du complexe histamine-OPA reste trés stable pendant toute la durée de la
cinétique. La légére augmentation du signal est liée comme nous I‘avons
démontré (II1.B.4) a une interaction entre le surplus de la fluorescamine
et les molécules du solvant (acétonitrile) exposé a une longue irradiation.
Par ailleurs, nous avons constaté aussi bien en milieu alcalin qu‘en milieu
acide que le signal de fluorescence du complexe histamine-OPA est tres
sensible aux variations de pH. Ainsi, dans les conditions d’analyses en
milieu acide une petite variation du pH peut entrainer une exaltation ou
une inhibition du signal de fluorescence de presque 2 fois; ce qui
constitue une source importante d’erreur dans le dosage de I'histamine et
expligue certains résultats aberrants aux quels on est confronté
régulierement en utilisant cette méthode. En effet, il arrive qu’on écarte
des résultats parce qu’ils sont aberrants sans arriver a trouver une
justification a cela. Ainsi dans I'‘étude collaborative d’homologation
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concernant la méthode AOAC 977.13 [58] sur 'histamine, les résultats de
4 laboratoires sur les 16 ayant testés les mémes échantillons dans les
mémes conditions analytiques que les autres sont aberrants [58]. Ces
résultats sont rejetés des calculs statistiques sans aucune explication sur

l'origine de l'erreur.

111.D.1.2. Effet du pH en milieu binaire eau-méthanol

Dans une fiole de 10 ml nous avons ajouté les volumes requis pour
avoir une solution d’histamine 1,3 x 10 M et une solution d’OPA 6,94 x
107 M, puis le volume de NaOH requis pour avoir un pH=12. Aprés 5 min,
une solution de HCI 3N est ajoutée afin de se retrouver en milieu acide
pH=3. Dans cette étude, nous ne nous sommes pas intéressés a
intervalle de pH 3 et 12 car la plupart des dosages utilisant I'OPA comme
sensibilisateur sont faits en milieu acide dans une zone de pH comprise
entre 0 et 3. Cela nous a amené a ajouter des volumes de HCl a la
solution alcaline de départ afin de couvrir cet intervalle de pH entre 0 et 3.
Apres acidification du milieu alcalin de départ {pH=12) pour se retrouver
en milieu final acide (pH=3), le signal de fluorescence est exalté. Dans
I'intervalle de pH=3 et 2 il y a une diminution du signal de fluorescence et
a partir de la valeur pH=2, le signal de fluorescence augmente en passant
par un maximum pour une valeur de pH=1,1, puis décroit
progressivement. Ainsi, en milieu tres acide (pH=0) il y a inhibition quasi
totale du isignal de fluorescence.

Lors du dosage de [I'histamine par I'OPA la solution d’acide
chlorhydrique utilisée est trés concentrée (1 a 3 N), 'erreur d’une goutte
se traduit par des résultats trés différents. Ainsi, pour un dosage a pH=1,
I'erreur d’une goutte de 10 pl peut faire augmenter ou diminuer la valeur
du pH de 0,05 a 0,11 ce qui se traduira par une inhibition trés importante
du signal. Cela expliquerait vraisemblablement les résultats aberrants qui
sont restés sans explication d’ol la nécessité d'utiliser un milieu tampon

pour le dosage de I'histamine par I'OPA.
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Fig. I11.D.3. Effet du pH sur le complexe histamine-OPA dans
un mélange eau-méthanol 25 :75 v/v.

111.D.1.3. Comparaison de nos résultats avec les autres méthodes

Dans le tableau suivant nous avons rassemblé les principaux
résultats de notre méthode de dosage de I'histamine par la fluorescamine
dans divers solvants.

Tab. I1L.D.1. Résultats analytiques de la méthode de dosage de I'histamine a 'aide de
la fluorescamine en solution micellaire.

Solvant Test d’efficacité de r° LD LQ* LAD’

la colonne (%) ng/m) ng/m} ng

eau 96 0,999 35 104 345

Solution Brij-700 96 0,998 4 10 14

aqueuse SDS 97 0,998 6 15 17
CTAC 98 0,998 2 5 6 |
Solution Acétonitrile 97 0,998 5 13 44 [
organique CTAC 38 0,998 | 0.5 1 3 ;

* Coefficient de corrélation de la courbe de calibration

>¢ | imite de détection (LD) et Limite de quantification (LQ), définie comme la
concentration d’analyte donnant un rapport signal/bruit de fond de I’appareil
respectivement égal 4 3 et 10.

4 Limite Absolue de détection (LAD), calculé en utilisant un volume de 2.5 ml
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Ces résultats montrent que, dans la plupart des «cas, les
concentrations d’histamine susceptibles d‘étre détectées par notre
méthode (1 a 100 ppb) s’averent plus basses que celles déterminées par
plusieurs tests actuellement commercialisés sous forme de kit [64]. C'est
le cas de Neogen Agrimeter II, Neogen ALERT, Neogen Veratox,
Immunotech Histamirine, Immuno-diagnostic Reagents (IDR K1-HTM et
IDR K3-HTM). Ces kits sont regroupés en deux catégories: les Kkits
qualitatives (Neogen ALERT, IDR K3-HTM) qui indiquent juste par
colorimétrie le seuil de tolérance et les kits dites quantitatives (Neogen
Veratox, Immunotech Histamirine, IDR K1-HTM, Agrimeter II) qui
permettent de determiner la teneur en histamine dans I'échantilion. La
sensibilité respective des six kits se situe autour du ppm. Ce manque de
sensibilité s'explique par le fait qu’en dehors du kit Agrimeter II qui est
basee sur la chromatographie, les 5 autres utilisent des méthodes
enzymatiques, donc bien que dits quantitatifs, ils sont en réalité semi-
quantitatifs car ils lient dans certains cas la teneur en histamine a une
couleur observée. Malgré ce manque de sensibilité et de précision, ces kits
présentent un avantage majeur par rapport a nos méthodes de laboratoire
qui sont certes plus précises mais nécessitent une instrumentation plus
lourde. Ces kits sont industriels donc commercialisés a grande échelle et
toute l'instrumentation tient dans un paquet ce qui permet de faire une
utilisation directe sur le terrain. En plus l'utilisation ne demande pas une
gualification poussée. D’autre part, certains kits ne nécessitent pas une
procédure d’extraction longue de I'histamine de I"échantillon réel. Ainsi, a
I'exception des kits IDR qui se font en solution aqueuse acide HC| 0,03 %,
dans tous les autres, I‘extraction de I'histamine se fait par I'eau. Toutefois,
ces méthodes ont nécessairement besoin des méthodes dites de
laboratoire comme la notre qui sont plus précises pour la détermination du
seuil de tolérance et pour la vérification des resultats d’analyses.

Pour ce qui est des meéthodes chromatographiques (CPG, CLHP),
comparativement a notre méthode, elles sont caractérisées comme les

méthodes enzymatiques par des limites de détection moyennes (autour du
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ppm). Ainsi une des études les plus récentes, celle de Bao-Shyung Hwang
a une limite de detection de 5 ppm [79].

Pour «ce qui concerne les méthodes fluorimétriques ou
fluorimétriques couplées a une dérivatisation pré ou post colonne
chromatographique (CLHP ou CPG), elles ont certes comme notre
méthode, des limites de détection tres basses (autour du
nanogramme/ml), mais ni la stabilité du fluorophore formé, ni le milieu
réactionnel ne sont étudiés de manieére approfondie. C'est le cas de la
méthode AOAC 977.13 [58] qui est la méthode de référence de dosage de
I'histamine sur le plan mondiale, ou il arrive trés souvent de sous doser ou

sur doser I'histamine présente dans un échantillon réel.

Conclusion

Les performances analytiques de notre méthode de dosage de
I'histamine (LD<1ng /ml) font de notre méthode I'une des plus sensibles
et plus fiables actuellement pour le dosage de l'histamine dans les
produits halieutiques et dérivés. :

A la différence des autres méthodes, en plus de la grande sejnsibiiité
de notre méthode, nous avons pus réunir les conditions de quasi-stabilité
pour le signal du complexe fluorophore histamine-fluorescamine: ce qui
assure une grande fiabilité de nos résultats d’analyse d’échantillon réel
comparativement aux autres méthodes.



CONCLUSION GENERALE

Nous avons pu atteindre les principaux objectifs que nous, avions
fixés a ce travail, c’est a dire mettre au point une nouvelle méthode
efficace (sensible, sélective et spécifique) qui permet de donner une
réponse aux nombreuses insuffisances observées dans les méthodes
actuelles (instabilité, interférences, longue durée pour un test et le colt
trés élevé) utilisées pour le dosage de ['histamine dans les produits
halieutiques et dérivés.

Nous avons trouvé une alternative trés simple et moins colteuse au
gain de sensibilité qui traditionnellement nécessite une instrumentation
sophistiquée et trés colteuse pour nos pays. Ainsi, en jouant sur le
solvant nous avons pus atteindre des limites de détection de 'ordre de 0,5
ppb.

Dans ce travail le choix de la fluorescamine qui réagit
instantanément avec [histamine pour donner un dérivé fluorescent
comme sensibilisateur nous a permis de gagner du temps sur les autres
méthodes fluorimétrique utilisant les autres sensibilisateurs qui sont
certes plus maniables mais qui demandent plus de temps pour la
condensation avec I'histamine. Nous avons choisi certes la voie la plus
rapide mais elle est la plus compliquée car en solution aqueuse la réaction
d'hydrolyse de la fluorescamine concurrence celle de formation du
fluorophore histamine-fluorescamine. Ainsi, dans un milieu réactionnel
contenant 20 et 95 % d’eau le signal relatif de fluorescence du complexe
fluorophore passe respectivement de 170 a 6.

Aprés une optimisation des procédures d’ajout des différents reactifs
dans le milieu réactionnel et de mesure du signal de fluorescence, nous
avons pu établir que la réaction de condensation entre ['histamine et la
fluorescamine (qui est d’ordre 1:1) doit se faire avec un rapport de
concentration [fluorescamine]/[histamine] au moins égale a 10 afin de ne
pas sous doser I'histamine, et cela en présence d'une petite quantité

d’eau. Des études en absorption uv-vis, en IR, en fluorescence, en
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chromatographie et en spectrométrie de masse ont permis de montrer
qu’apres la formation du dérivé pyrrolinone (fluorophore habituel entre la
fluorescamine et les amines primaires), la réaction évolue pour donner un
autre complexe fluorophore plus fluorescent car plus rigide du point de
vue structural.

Dans le but toujours d‘ontimiser la sensibilité et la stabilité du signal
de fluorescence du dérivé fluorophore nous avons réalisé des études dans
plusieurs solvants protiques (eau, méthanol, éthanol, propanol et butanol)
et aprotiques (DMF, DMSO, acetonitrile et cyclohexane). Nous avons
trouvé dans les deux classes de solvant que plus le solvant est polaire plus
il inhibe le signal de fluorescence du complexe fluorophore. De tous les
solvants polaires étudiés I'eau inhibe le plus le signal de fluorescence et
l'acétonitrijle I'exalte le plus. Cela constitue un gain pour ce qui concerne
I'acétonitrile mais malheureusement l’‘eau est le solvant le plus abondant,
le moins  chere et surtout le solvant d’extraction le plus utilisé pour
I'histamini. Pour surmonter cette difficulté nous avons utilisé des solutions
tensioactives de Brij-700, de SDS et de CTAC. Le milieu micellaire aqueux
de Brij-700 a une sensibilité comparable a l'eau mais les solutions
micellaires de SDS et de CTAC ont permis d‘augmenter la sensibilité
respectivement de 5 et 13 fois par rapport a I'eau.

Une Application a des échantillons réels de poissons (sardines)
achetés dans des marchés locaux (Gueule Tapée et Tilene/Dakar) a
permis de détecter des teneurs entre 15-36 pg/g de chair. Une valeur qui
est en deca du seuil international de tolérance (100 pg/g de chair) pour
les produits halieutiques.

Dans tous les milieux prospectés les limites de detections varient
entre 2 et 100 ppb avec un test de fiabilité variant entre 95 et 98%
suivant le solvant utilisé. Ces valeurs de LD sont certes trés basses pour
une détection de I’'histamine dans les produits halieutiques et dérivés ou le
seuil de tolérance est fixé a 100 ppm ou chez certains patients (10-100
ppb) mais dans certains cas la teneur en histamine a analyser est autour

de 1 ppb. Pour répondre a ce besoin dune tres forte sensibilite
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l'optimisation du milieu acétonitrile a l'aide des solutions tensioactives
(Brij-700, SDS et CTAC) a permis en solution de CTAC d’obtenir les
meilleures conditions de sensibilité. Le dosage de I'histamine dans un tel
milieu est 70 fois plus sensible que dans I'eau avec une limite de détection
de 0,5 ppb.

Une étude comparative des résultats de notre méthode a ceux des
meéthodes actuellement commercialisées nous a montré gue cette nouvelle
méthode est plus sensible que la plupart des méthodes biologigues et
chromatographiques largement utilisées pour le dosage de l'histamine.
Notre méthode, présente également des avantages (fiabilité) par rapport
aux autres méthodes fluorimétriques et chromatographiques (CLHP, CPG)
couplées & une détection fluorimétrique pré ou post colonne ou la question
de la stabilité du fluorophore histamine-sensibilisateur n‘a jaméis été
traitée. :

Par ailleurs, pour des raisons de sensibilité (LQ<1 ng/ml), de 'ﬁabilité
(95 et 98%) et de colt, cette méthode pourrait étre une altérnative
intéressante aux méthodes actuelles de détermination de I'histamine dans
les liquides physiologiques (sang, urine, plasma, larme, etc.). Notre
meéthode peut également servir de test complémentaire dans la recherche
de résidus organiques dans le domaine spatial.
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RESUME

L'histamine est une substance tres toxique, identifiée comme étant la
source de nombreuses allergies (maux de ventre, vomissement, diarrhée, ulcére
de l'estomac, collapsus, cedeme, céphalée, tachycardie, etc.). Les aliments
histamino-producteur sont nombreux, mais la plus grande source d’intoxication a
I'histamine est constituée par les produits halieutiques et dérivés.

L'histamine, en plus de son implication dans les probléemes sanitaires
présente un enjeu économique énorme. En effet, chagque année a travers le
monde les dépenses en test dépassent 1 milliard de dollars US. D’ou la nécessité
d’une nouvelle méthode de dosage tres efficace et trés compétitive car les
méthodes actuelles présentent de nombreuses insuffisances (précision et co(t).

Dans ce travail nous avons élaboré une nouvelle méthode fluorimétrique
pour le dosage de I'histamine dans les produits halieutiques a l'aide de la
fluorescamine et dans les solutions tensioactives (SDS, CTAC et Brij-700).
L'optimisation du milieu (solvant, volume d’eau de condensation, pH,
concentration de fluorescamine, concentration micellaire et temps d’irradiation)
nous a permis d’obtenir des résultats satisfaisants. Cette méthode est tres
sensible (LD~0,5-36 ng/ml selon le solvant) et elle est trés rapide car a la
différence des autres méthodes fluorimétrique, ici la condensation entre
I'histamine et le sensibilisateur (fluorescamine) est quasi instantanée (t;;;=0.5
s). La méthode est efficace car elle présente un taux de fiabilité autour de 95-
98% et un domaine de linéarité (LDR) trés large. Plusieurs applications & des

échantillons réels de poissons ont donné des résultats satisfaisants.

Mots Clefs: histamine, fluorescamine, solvant, fluorescence, dosage,

produits halieutiques, solution tensioactive, limite de détection.
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