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Abstract :
Essential trace elements are inorganic substancesufficient or excess intakes cause

predictable biological and clinical alterations.maphysicochemical methods available to
the analyst, the electrochemical method occupsseaial place in the methods of analysis. A
sensitive and reliable stripping voltammetric methveas developed to determittee rate of
zinc, cadmium, lead, selenium and copper in hunemdb The determination of copper is based
on the adsorptive accumulation of the complex @$ @opper with ligand at a hanging
mercury drop electrode and then a negative sweapiniteated. To achieve high sensitivity,
various experimental and instrumental variables ewarvestigated such as supporting
electrolyte, pH, accumulation time and potentighrsrate and stirring, working electrode.
The detection limits obtained are, indeed bettengared to those reported in the literature.

Key words: Electrodes modified ; Differential pulse strippingltammetry ; Trace elements ;
Analytical Validation ; Blood.

Résumeé :

Les éléments traces sont des éléments inorgandpes|'exces ou le déficit causent de
maniere preévisible des perturbations biologiquesigquiement significatives. Parmi les
nombreuses méthodes physico-chimiques a la disposide I'analyste, la méthode
électrochimique occupe une place particuliere ddas méthodes d'analyse. La
volampérométrie par redissolution est une méthedsible et fiable, elle a été développée
pour déterminele taux du zinc, cadmium, plomb, sélénium et cudaas le sang humain.

La détermination du cuivre repose sur l'accumutatitadsorption du complexe du cuivre
avec le ligand a un accrochage électrode de gdetteercure et suivi d'un balayage négatif.
Pour obtenir une haute sensibilité, diverses virgabxpérimentales et instrumentales telles
que Il'électrolyte, le pH, le temps d'accumulatidm, potentiel, la vitesse de balayage,
I'agitation et I'électrode de travail ont été testéles limites de détections obtenus sont, en
effet, meilleures par rapport a celles rapport@esda littérature.

Mots clés: Electrodes modifiées ; Voltampérométrie de rediggm a impulsion différentielles ;
Eléments traces ; Validation analytique ; Sang.
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Introduction générale

INTRODUCION GENERALE

L’analyse de traces et d'ultra-traces constitugudede longues années un
moteur de progrés important en chimie analytique détection des éléments traces a
toute son importance dans deux domaines : I'enagorent et la médecine. En effet, la
présence de ces éléments dans la nature influgtetinent sur la santé des étres vivants.

L'importance des éléments traces est de pluswenrptonnue, d'une part a
cause de l'amélioration des techniques analytiquémjtre part a cause de la
connaissance de plus en plus accrue du role déé@ments. Il est nécessaire de pouvoir
les identifier et les quantifier au niveau de teaee d’ultra-traces a I'aide de méthodes
d’analyses fiables, sensibles et reproductiblessiefpossible peu colteuses. Le
développement de nouvelles méthodes de détectida dbsage de ces especes cibles
est donc un objectif de premiére importance. Leixchiune méthode dépendra en
particulier de la nature du milieu étudié, du noenblféléments a doser et de leurs
concentrations, du nombre d’analyses a effectuetadapidité exigée de l'analyse, de
la précision imposée au dosage et enfin de l'ajlfzge dont on dispose ou dont on
peut disposer [1].

L'électrochimie se présente notamment comme unthaué d'analyse
intéressante qui relie des mesures électriques patameétres chimiques. L'exploitation
analytique des lois de cinétique électrochimiqueavé écho dans un grand nombre de
domaines, comme l'environnent, I'agroalimentaiieduistrie et I'analyse biomédicale
[2-4]. En effet, 'analyse en laboratoire est souveolteuse et nécessite beaucoup de
temps (prélevement, transport et stockage des tibbvam & analyser, colt du
prétraitement et de I'équipement, personnel qéalifCes méthodes électrochimiques
présentent de nombreux d’avantages comparées auRoaeé spectrométriques,
I'équipement étant moins colteux et les mesuresgulétre réalisées directement sur
site [5]. De plus, les techniques spectroscopiguedysent la quantité totale en métal
tandis que les techniques voltampéromeétriques pned’analyser les métaux sous
difféerents nombre d’oxydation. Par ailleurs, laitende détection et la reproductibilité

des techniques électroanalytiques sont comparablasGFAAS et I'ICP. Enfin, les
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techniques spectroscopiques ne permettent 'anglyseles métaux, des sulfures et des
composeés du phosphore en solution tandis que t®itpies voltampérométriques
permettent d’analyser aussi des anions, des compmmg@niques et en général tout
composé électroactif.

Le principe de base d’'une mesure électrochimicymse sur le fait que
certaines molécules ou ions peuvent échanger @esrais avec une électrode, ceci
dans des conditions analytiques bien définies eticpler par le potentiel auquel cet
échange a lieu [6]. Parmi les méthodes électrochies les plus récentes, la
voltampérométrie a redissolution est une méthodetr@chimique précise, sensible et
sélective [7]. Cette technique occupe une plactcpdiere car ses applications peuvent
étre extrémement variées, aussi bien dans le dentwnl'analyse minérale que dans
celui de l'analyse organique [8]. La polarograpaieedisolution anodique a permis
d'accroitre les possibilités d'analyse avec de#tddnde détection pouvant atteindre,
selon les cas, des concentrations en solution d& 0™ mol L™ [9]. Son principe est
habituellement basé sur la préconcentration de urgbar réduction électrochimique
sur électrode de mercure, suivie de leur analysditgtive et quantitative. Il est alors
possible de doser toutes sortes d’'ions dés lorgsqueuvent étre réduits ou oxydeés
électrochimiquement.

Il existe une variante plus récente de la voltanmmpétrie par redissolution,
la voltampérométrie a redissolution aprés adsanpfitRAd). Cette méthode est tout a
fait similaire aux méthodes de redissolution anodigt cathodique [10] a I'exception de
la présence d'un ligand qui joue un role internméeliantre I'électrode de travail et
I'analyte. Le choix de la fonction complexante msmordial. Il faut en effet que cette
fonction ait une forte affinité et une certaineesévité vis-a-vis des cations métalliques
pour obtenir une bonne préconcentration de cescesp€ette méthode est largement
utilisée ces dernieres années en voltampérométaaise de sa sensibilité et sélectivité
[11].

La technique que nous avons utilisée est plussidas, puisqu’elle
concerne l'analyse de cations métalliques par ngdtromeétrie a redissolution. Cette
technique est habituellement basée sur la préctatien de métaux sur électrode de

mercure, suivie de leur analyse qualitative et gtadive. L'originalité du ce présent
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travail a été d'étudier la possibilité de remplad@&lectroréeduction des cations
métalliques sur électrode de mercure par leur me@Edration sur €lectrode de mercure

apres adsorption.

Ce manuscrit est composé de quatre chapitres.

Le premier chapitre introduit les principes desdfécentes méthodes
électrochimiques basées sur I'électrode de meraung,que les parameétre chimiques et
électrochimiques qui peuvent influencer la senisébét la reproductibilité des méthodes

électroanalytiques.

Le deuxiéme chapitre a pour objectif de présedesr généralités sur les

paramétres de validation d'une méthode analyt@jusi que les condition opératoires.

Le troisieme chapitre présente la déterminaties donditions optimales
pour le dosage du zinc, cadmium, plomb, séléniurouetre par voltampérométrie a
redissolution anodique ou cathodique a impulsidféintielle a goutte de mercure.
Chaque dosage a été suivi par un calcul statistafire de valider les méthodes

d’analyse utilisées.

Le chapitre IV est consacré a la voltampéromérieedissolution apres
adsorption pour la détection et la quantificatie alivre (II) en milieux aqueux par
l'utilisation de I'hydrazide de benzene sulfonyiale 4-éthyle-3-thiosemicarbazide sur
électrode de mercure. La derniere partie de ceitthaponcerne la validation puis

I'application de cette méthode a des échantillénksr
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CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

INTRODUCTION

L'électrochimie est la discipline d'étude des pssts qui régissent les
transferts de charge entre deux types de conductearconducteur électronique qui
assure le transport de charge par le déplacemélgcttons et un conducteur ionique,
qui permet le transport de charge par le déplacedemnions [1]. Pour affronter les
nouveaux défis liés aux problemes analytiques, & yn grand besoin d’effectuer
plusieurs analyses simultanément et rapidemeniesumémes échantillons, par une
méthode analytique performante avec une hautelsitéset une haute sélectivité. Les
techniques électrochimiques offrent I'avantage rd’étapides, sensibles et faciles a
mettre en ceuvre.

L'électrochimie analytique est particulieremeniliGitée par notre société
actuelle, avide de proposer des outils de conttél&a qualité des produits chimique ou
agroalimentaire, de suivi de I'environnement eidd'au diagnostic des problémes de
santé inhérent au vieillissement de la populatioa gon mode de vie. Cette discipline
est née avec la polarographie dans les annéeset 82t fortement développée a partir
des années 1990. Cette date coincide avec le ggesient des microélectrodes qui
apportent une nouvelle dimension a cette méthoaealyse. La polarographie n’est
gu’'un cas particulier de voltampérométrie ou learants sont mesurés par rapport a
une électrode indicatrice liquide, faite de goutiesmercure s’écoulant a I'extrémité
d'un canal capillaire de faible diametre. Elle weuson application dans plusieurs
domaines, entre autres, d'oxydation et de réductibadsorption et de transfert

d'électrons sur électrodes chimiquement modifidgs [

I.1- GENERALITES SURLA POLAROGRAPHIE

La voltampérométrie est une technique électroafumniqui s’appuie sur une
mesure du courant en fonction du potentiel applifRié dans des conditions qui

permettent la réduction ou I'oxydation de I'espad&lectrode de travail choisie [4]. Le
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graphique qui représente l'intensité du courantfogrction du potentiel appliqué a
I'électrode, et qui est obtenu expérimentalemesttappelé voltampérogramme [5]. Son
tracé renseigne, d'aprés sa forme, sur les prégsridti systeme électroactif étudié [6].
De facon générale, cette méthode permet d’idengfi@e mesurer quantitativement un
grand nombre de composés (cations, certains an@mmposEs organiques) qui, en
solution, peuvent étre réduits et/ou oxydés a ttasea d’'une électrode [7], et également
d’étudier les réactions chimiques incluant ces aoggp [8]. Ces expériences ne peuvent
étre realisées de facon fiable que sous certamaditoons ; I'électrode indicatrice doit
étre polarisée pour que le courant qui traverskediéode soit proportionnel a la
concentration de [lanalyte, ce qui est généralemehtenu en utilisant une
microélectrode. Pour que les phénomenes se détaulsa surface soit reproductibles,
il ne faut pas qu'elle puisse étre facilement conitgge [9]. Ces difficultés ont été
maintenant surmontées grace au travail de I'élebinaiste tchécoslovaque Jaroslav
Heyrovsky au début des années 1922 [10], qui aésaggjutiliser une microélectrode
de mercure a gouttes tombantes fonctionnant ennepritavail qui lui a valu le prix
Nobel en chimie, en 1959 [11]. Du fait de la fostertension de I'hydrogene sur le
mercure, la polarographie était initialement déd#&éd’étude des phénoménes de
réduction difficiles a mettre en évidence sur destéodes classiques. L'intérét de la
polarographie analytique réside dans la bonne detdilité du régime de diffusion
pseudo-stationnaire. En effet, chaque goutte qoores a une nouvelle électrode,
identique a la précédente du point de vue géonugtnigais ne gardant pas mémoire du
phénomene électrochimique ayant affecté les gouttet®rieures. Cela autorise
'application rigoureuse des lois mathématiques iseamt les phénomeénes.
L’exploitation des polarogrammes donne acces auxncipaux parametres
thermodynamiques et cinétiques que sont les camific de diffusion, les énergies
d’activation relatives aux dits phénoménes de diffu, ainsi que les valeurs des
potentiels d’amalgame [10].

Historiguement, elle se référait a une mesurectiirec'est a dire sans
préconcentration, de la réduction des métaux ssigdattes successives (tombantes) de
mercure. Par abus de langage, on homme ainsi difjoutes techniques plus récentes

travaillant sur des gouttes de mercure pendantes. t€chniques sont tres souvent
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utilisées pour l'analyse d’espéces réductibles. @A fih de I'étape de dépdt, la
concentration de I'élément réduit a la surface ansdle mercure (goutte ou film) est
supérieure a celle de I'échantillon. Les quantidés métaux ainsi amalgamées sont
mesurés dans une seconde étape, par I'applicatimnbdlayage de potentiel vers les
valeurs positives (potentiel anodique) et par neswles pics d’oxydation formés, au
potentiel standard E°. Il a été montré théoriqudnmmgue le courant de pic était
proportionnel a la concentration du métal dansdlt®n, dans la mesure ou les
conditions de dépbts sont inchangées [12].

La voltampérométrie utilisant cette électrode aggpelée polarographie, et,
jusqu'a récemment, c’était la forme de voltampérpméla plus courante [13]. A
présent, les techniques voltampérométriques uiillism systéme de trois électrodes
plongées dans un électrolyte support placé darcellale électrochimique [14]. La
caractéristique principale de I'électrode de tragat que son potentiel peut varier dans
le temps; par conséquent, elle devrait étre fagdlg polarisable contrairement a
I'électrode de référence dont le potentiel restestant pendant la mesure [15].

L’électrode auxiliaire ou la contre-électrode ganduit I'électricité jusqu’a
I'électrode de travail a travers la solution estgg@lement une électrode de platine [16].
Dans le cas d’'un systeme a deux électrodes (imiieagt référence), le potentiel de
I'électrode indicatrice ne peut étre connu de fagaacte, compte tenu de la chute
ohmique au sein de la solution et des possiblaatiars du potentiel de référence [17].
La résistivité du milieu devient un facteur limifaimportant pouvant rendre dans
certains cas les polarogrammes inexplicables. €qiique la présence d’une troisieme

électrode [18].

[.2- DETERMINATION DE LA CARACTERISTIQUE D'UNE ELEC TRODE

Il s’agit d’établir la relation entre le potentigui représente le niveau
énergétique de I'électrode et I'intensité qui est mesure de la vitesse de réaction de
transfert électronique hétérogéne d’oxydation ourégduction. Par convention les
intensités d’oxydation sont comptées positivementles intensités de réduction

négativement. Les réactions électrochimiques digrgnde I'ensemble des parameétres
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qui régissent les réactions chimiques (T, pH, cotteéon de ligands...) mais aussi de
parametres liés a la nature du matériau d’électrdden état de surface et notamment a
la présence d’espéces adsorbées. En effet, unéioréaglobale par exemple de

réduction obéit & un mécanisme a étapes consésutiveype :

OXo — OXel Etape (1)
Ox% — OXads Etape (2)
Oxgs+ N€E — Redygs Etape (3)
Redss— Redy Etape (4)
Red — Red Etape (5)

Les étapes 1 et 5 sont des étapes de transpgoeguéent intervenir sur les
effets de gradient de potentiel électrique (migrati de gradient de potentiel chimique
(diffusion) et de gradient de vitesse du fluidenigection).

L’étape 3 représente le transfert électroniquerbgéhne dont la vitesse est une fonction
exponentielle du potentiel avec des constantessédi auxEquation let2).
Les constantes de vitesse de transfert de chargé ki a température constante font

intervenir le potentiel appliqué.9l:

anF
Pour I'oxydation k, =k, exp (?)(Ea -E? Equation (1.1)

pour la réduction k. =k, exp (_I’[’;—E:_F)(Ec -E% Equation (1.2)

ko (cm.sY) représente la constante intrinséque de la vitdsseransfert électronique
hétérogéneu etp sont les coefficients de transfert de charge smenent anodique et
cathodique dont la somme, pour un systéeme redodeapst en général égale a l'unité.
Plus la constante intrinseque de vitesse d’'un Byestést élevée, plus la réaction est
rapide et plus I'état d’équilibre interfacial estieent rapidement.

Les étapes 2 et 4 sont respectivement des étapesodption et de
désorption. Afin de simplifier les couplages enge phénomenes de transfert, il est
courant d’'opérer avec un électrolyte support emdgaconcentration dont les ions ne
participent pas au transfert électronique hétéregén qui permet de négliger les
phénoménes de migration des ions électroactifs pkigmier groupe de méthodes de

mesure met en ceuvre des solutions totalement inkesopéndant le temps de mesure ;
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le seul phénomeéne de transport est la diffusionpguit s’étendre sur des distances
importantes (diffusion semi-infinie). Le deuxiem®gpe repose sur une agitation de la
solution de fagcon a produire un gradient de comagoh uniforme sur toute la surface

de I'électrode ; les outils les plus utilisés passurer un tel couplage sont I'électrode a

disque tournant ou I'électrode de mercure a gdattédante.

[.3- COURANT DE DIFFUSION

Que ce soit dans la matiere solide ou la matigngde, il est nécessaire
pour étudier le transport et le transfert de matd considérer les 3 modes suivants :

- La diffusion : c’est le mouvement des especedr@actives provoqué par un gradient
de concentration créé a la suite d’'oxydoréductiesm@peces a la surface de I'électrode;
- La migration : correspond au déplacement des espaargées, électroactives ou non,
sous linfluence d'un gradient de potentiel. Elfesticipent ainsi au transport du
courant. Les anions vers l'anode et les catiors laerathode.

- La convection : correspond au mouvement des esglic@ une agitation mécanique
ou a I'existence d'un gradient de température ovist®sité. Elle augmente l'apport a
I'électrode classique et rend ainsi le régime traing. La convection n'est plus
nécessaire a une microélectrode car l'apport décreaéest déja trés important par
diffusion pure.

En polarographie, si I'on utilise une solution rexgitée contenant un exces
d’électrolyte support, les intensités de migratietnde convection sont toutes deux
proches de zéro, et le seul mécanisme de trandpamatiére a la surface de I'électrode
est la diffusion [20]. Quel que soit le systemedifiusion obéit aux lois de Fick qui
lient le flux au gradient de la concentration etéaiation du profil de la concentration
au cours du temps. La premiere équation de Ficketked effectuer le bilan de matiere

sur un plan paralléle a la surface de I'électradgtaé a une distance x de celle-ci [10]:

aC(x)

J=-D.grad(C)=-D.
0X

Equation (1.3)

ouJ est le flux de matiére en mol &a?
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La vitesse de diffusion d’'un ion en direction deslaface d'une électrode est donnée
par la seconde loi de Fick, qui s’écrit [10] :
9C _p 9°C(0)

D
ot ox?

Equation (1.4)
ou D est le coefficient de diffusion de I'ion, C sa centration, t le temps et x la
distance a partir de la surface de I'électrode.

Dans les conditions de diffusion sphérique, laléson de la seconde loi de
Fick en coordonnées sphériques au voisinage d’'uoeétectrode de rayor portée a
un potentiel constant induisant une concentratiberfaciale nulle, conduit a I'équation

suivante [21]:

i(t) =nFADC ( ! +i] Equation (1.5)
7Dt T

Le courant est la somme de deux termes : le preemme transitoire est d
a la diffusion plane semi-infinie (identique a [Erssion du courant en diffusion
linéaire) ; le second indépendant du temps estld#@fusion sphérique.
Cette équation présente deux formes limites :
* Pour des temps courts, le premier terme est prédf@nt par rapport au second. Le
transport de matiére est régi par la diffusionding et le courant d’électrolyse décroit
avec le temps en accord avec I'équation de Cofz2]t
i(t) =n FADY? V2 t"%C Equation (1.5)
oD, t, C, n, A, Fetiq représentent respectivement le coefficient deausiiéin (en
cn.s?), la durée de vie de la goutte (en s), la conatiptr interfaciale (en mmol?),
le nombre de Faraday nécessaire a la réductiorediurle de substance réductidee,
surface de I'électrode (émnla constante de Faraday (96485 C Mat le courant de
diffusion (en pA).
* Pour des temps longs, le second terme est préaomet la contribution du premier
terme est négligeable. Le transport de masse eshdar la diffusion hémisphérique.
Le courant est décrit par le second terme indéperdiatemps [21].

nFADC .
[P (r—} Equation (1.6)
0

-10 -
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Dans le cas d'une microélectrode sphérique, I'esgiom du courant d’électrolyse

découle directement de I'équation (1.6) :

im =4 TnFDCr, Equation (1.7)
Dans le cas d'une microélectrode a disque plam’dabt pas possible de résoudre
algébriquement la deuxiéme loi de Fick. Une solutipprochée est souvent adoptée, a

partir de I'équation de Saito [23].

=4nFDCr, Equation(l.8)

iIim
Le courant de diffusion,est directement proportionnel a la concentratioiatelyte

dans la solution, gu'il soit réduit ou oxydé. llkoyen examinant les différents facteurs

qui influencent le courant de diffusion, a dédidgguation suivante [24] :
i, =607n D? Mm?° t**)C Equation (1.9)

ouD, t, m, C, retiq représentent respectivement le coefficient deusiién (en crhs?),
la durée de vie de la goutte (en s), le débit decare dans le capillaire (en mg)sla
concentration de l'analyte (en mmolY). le nombre de Faraday nécessaire a la
réduction d’'une mole de substance réductible eblgant de diffusion (en pHA).

Plusieurs parametres influent sur le courant déusion, a savoir la
température, la composition et la viscosité deet#@blyte support, la dimension du
capillaire et la pression sur la goutte de mer¢2b¢ Ce courant est égal a la différence

entre le courant limite et le courant résiduel.

[.4- RELATION ENTRE LE POTENTIEL ET LE COURANT DE D IFFUSION

Le potentiel d'une électrode polarisée est dgrard’équation de Nernst, et
le courant de diffusion est directement fonction ldeconcentration de I'espéce
électroactive. L'équation d’Heyrovsky-llkovic relie courant diffusion au potentiel

pour les systéemes électrochimiques réversibles [26]

RT id_i .
E=E,, +—In Equation (1.10
1o+ (| quation (110)

-11 -



Chapitre | : Etude bibliographique

RT k }
avec E.,,=E°+_—In-R Equation (1.11
12 nF kg q (1.11)

ou kret k, sont des constantes de proportionnalité de rémuoctit d’oxydation

respectivement, R : constante des gaz parfait@ (BK8' mol™), T : température (K), F :
nombre de Faraday (96485 C mpl

A partir de I'équationéq.l.1], on note queE,;, est indépendant de la concentration.

L’équation €q.1.19 prend la forme suivante a 25°C :

E=Ey, + O'Onsgllog(Id i_ 'j Equation (1.12)

oui est le courant mesuré en un point (corrigé duardwésiduel).
Cette equation appelée équation de vague polaroig montre clairement que, pour

une réaction réversible, le potentiel est égaj,a quandi =i, /2.

L’équation €gl.12) montre que lorsqué=i,/2 alorsE = E;;,. Ainsi, le potentiel de

pic E1» est fonction du potentiel redox stand&t(eql.13) ; il est donc caractéristique
de I'élément a doser [26]. Pour une réaction imgade, on introduit le coefficient de

transferta dans I'équation approchéeq.l.12)[28] :

E=Ey, + 0‘25ngllog('d i_ 'j Equation (1.13)

ou Ey, : potentiel de demi-vague en volts,: nombre d’électrons échangés, et

coefficient de transfert.

[.5-TYPES D'ELECTRODES

Tous les appareils électrochimiques possédenbemmein une installation
constituée par un électrolyseur avec ou sans déparat des électrodes reliées par
l'intermédiaire de collecteurs de courant a uneeatitation électrique. En raison de la
complexité du comportement d'une électrode, iltrpes possible de sélectionner un
matériau d'électrode, pour un procédé donné, umqoe sur des considération
théoriques générales de cinétique électrochimigug. Courant d'échange, surtension
d'électrode, courbes intensité-potentiel). Donc rpoeffectuer une réaction

électrochimique donnée, le choix des matériawedigdes est important.
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I.5.1-ELECTRODES DE TRAVAIL

L'électrode de travail est encore nommée éleetindicatrice, c’est a son
contact que va se produire la réaction d’'oxydatiorde réduction de I'analyte suite a la
variation de potentiel. En regle générale, I'éledé de travail doit étre stable pendant
une trés grande période, doit posséder un bon rapjgmal/bruit du fond et doit étre
également simple a manipuler et a conditionnerplDs, les solutés a analyser doivent
y développer une cinétique de réaction électrodmmirapide dans un large domaine de
potentiel accessible [29]. Elle peut étre de défdes natures, c’est-a-dire réalisée dans
des matériaux conducteurs différents, tel que :

*/- Les métaux (mercure, platine, or, argent, celiu nickel par exemple, ou des
alliages) ;

*/- Les matériaux non métalliques (graphite olboae vitreux par exemple) ;

*/- Les matériaux organiques tels que les polymétesducteurs par exemple.
L’électrode de travail utilisée pour l'analyse palbrs étre choisie notamment en
fonction du potentiel d’oxydation ou de réductioniree espéce particuliére que I'on

souhaite analyser.

1.5.1.1- LES METAUX

Un métal est un élément chimique issue le pluyeaud’'un minerai doté
d'un éclat particulier, bon conducteur de chaleur déélectricité, ayant des

caractéristiques de dureté et de malléabilite.

a/ Electrode a goutte de mercure

Elle est encore nommeée électrode indicatriogstca son contact que va se
produire la réaction d’oxydation ou de réductionl|@malyte suite a la variation de

potentiel. Plusieurs types d’électrodes existent :

v' Electrode & goutte de mercure tombant®ME (Dropping Mercury Electrode:
C’est le mode classique en polarographie. En 1BOBME a été introduite
par Kucera [10]. 22 ans plus tard, Heyrovsky espiemier a l'appliguer comme

électrode en polarographie [10]. Le mercure tonmigtg a goutte a un rythme contrélé.
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C'est I'électrode la plus utilisée en analyse pgla@phique et permet d’appliquer des
potentiels trés négatifs avant d’observer la réddoctles protons contrairement aux
électrodes solides. Sa limitation principale vient fait que I'oxydation du mercure
limite rapidement l'utilisation de tensions pos#s/ Cependant, on peut facilement
exploiter une échelle de potentiel allant de +\0,2 — 1,8 V par rapport a I'ECS. Les
premiers chercheurs a se lancer dans I'étude daidabilité d’'une transposition des
techniques polarographiques aux milieux fondus Steinberg et Nachtrieb [30]. Ces
derniers ont étudié le comportement électrochimidqueN?*, du C#* et du BF* sur
DME, et ont publié deux ans plus tard un articlerd@nt le comportement de divers
cations métalliques (Bh Ni**, CF* et Zrf*) en milieu nitrate [31]. Ils obtiennent des

vagues polarographiques reproductibles qui vétifeenelation d’llkovic [32].

v Electrode a goutte de mercure pendanttHMDE (Hanging Mercury Drop
Electrodg :

La HMDE a été développée pour la premiere fois @arischer [33]. Ce
mode utilise une goutte de mercure suspendue allagapen verre, a laguelle est
imprimé tout le balayage de tension. Ce mode atg@&ndante est spécialement utilisé
dans les méthodes voltampérométrie de redissoluiomlans la voltampérométrie
cycligue. Chaque nouvelle mesure est réalisée anec< nouvelle » électrode, c’est-a-
dire avec une goutte fraiche de mercure. Le praticgout de 'HMDE est donc la
persistance de I'électrode pendant I'ensemble dugasus. Ceci permet de réaliser une
préconcentration avant la mesure et donc d’améllarsensibilité de la méthode. Cette
électrode est surtout utilisée pour le dosage @&e®s tant organigues qu'inorganiques
[10]. Son principal avantage est la possibilitéccianulation de I'analyte a sa surface
comme dans le cas de la redissolution anodiques etathodique et une baisse de

consommation du mercure [34].

v Electrode & goutte de mercure statiqu&MDE (Static Mercury Drop Electrode

Ce mode est utilisé pour les analyses polaroggaeisi directes. Des
microvalves qui contrélent I'écoulement du mercsost montées directement sur le

capillaire. Pendant la mesure, la surface de latgade mercure reste constante et
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statiqgue malgré le fait qu’elle soit remplacée t@gement (une a deux fois par
seconde) comme dans le cas du mode DME [35]. (Bitetrode, la plus récente,
combine les propriétés de la DME et de la HMDE. immde SMDE permet

I'établissement d’une ligne de base plus stabledpres le cas du mode DME, ce qui
permet une augmentation du rapport signal sur.bkéiheureusement, l'intensité du
signal enregistré par l'intermédiaire de ce mode gé&néralement plus faible qu’en
DME. Dans les méthodes HMDE et SMDE, la goutte d=core est nécessairement
plus petite que dans la méthode DME car elle né gk tomber sous l'effet de son
poids. Une vanne a aiguille commandée par un systél@ctropneumatique obture

généralement le capillaire dés que la goutte énatiee taille convenable.

Les principaux avantages de I'électrode a goutte daercure

L’électrode a goutte de mercure est tres utiligéer les dosages car elle
possede de nombreuses propriétés permettant auxidaes polarographiques
d’occuper une place de choix parmi les méthodestrélehimiques d'analyse. Elle
trouve tout d'abord son intérét dans la nature ditain(le mercure est liquide a
température ordinaire). En effet, le mercure adigage de présenter une forte
surtension par rapport a la réduction des iofis Ansi, les réactions de réduction
deviennent observables et la limite négative nipgiosée que par la réduction de
I'électrolyte indifférent [36]. La formation des gttes par écoulement dans un capillaire
est trés reproductible et la surface de I'électrede constamment renouvelée [37].
L’aire superficielle des gouttes peut étre calcudegartir de leur masse [38]. Les
probléemes de contamination de I'électrode sontcpaiséquent évités et I'électrode ne
se trouve pas modifiée en permanence par les o@actilectrochimiques conduisant a
un dépdt sur ou dans I'électrode, ce qui est olésavec des électrodes solides au cours
de la réduction, conduisant a une non-reproduitébidans les résultats [39].
L’électrode a goutte de mercure a également lacii@de former des amalgames,
rendant la mesure polarographique sensible payudatification d’éléments faiblement
concentrés [40]. L'oxydation du mercure impose oeja@t une limite d’électroactivité
en oxydation proche de 0,4 V par rapport a I' EIC&st donc impossible d’opérer a des

potentiels Iégérement supérieurs. L’électrode decane présente néanmoins quelques
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inconveénients, principalement liés au fait quetdidle des gouttes change en fonction
du temps [41]. Certains appareils modernes réduiserportance de ce probleme en
utilisant une série de gouttes pendantes (ou mémeeseule goutte) au lieu d’'une

succession continue [42].

b/ Electrode de platine

L’électrode de platine est tres fréequemment éidjscar elle présente une
grande résistance a I'oxydation. En solution ageees absence d’oxygene dissous,
I'électrode de platine permet de travailler, suidarpH, de -1,1 V a +1 V (par rapport a
I'électrode normale a hydrogene, ENH). Elle se vece aux potentiels positifs (E >1 V
/ ENH) d’oxyde de platine qui ne se redissout quisssous de 0,65 V / ENH. Elle
peut, de plus, adsorber de nombreuses substancgsi centraine I'existence d’un
courant résiduel important et des phénomenes deadpo de surface irréversible.
Quelques applications sur les électrodes de platicéuent la détermination du

cadmium [43], des ions argent [44], et du mercdfd.[

c/ Electrode d'or

L’électrode d'or présente des propriétés siméaaecelle de I'électrode de
platine mais est plus inerte aux potentiels pasétfpermet d’atteindre des potentiels un
peu plus négatifs que ceux atteints par I'électel@latine. L'électrodes d’or occupent
actuellement une place importante dans le domdeeréanalytique tant pour leur
performances électrochimiques en analyse organgjuimorganique [46]Plusieurs
chercheurs ont montré que I'électrode d’or peut étilisée comme un support a un
film mince de mercure pour la détermination siméi& du plomb, du cadmium et du

cuivre [47, 48].

d/ Electrodes d'argent

Les électrodes d'argent sont utilisés comme sathgtiur I'électrode a film
de mercure ou électrodes électroactifs. Ces éetrgpossedent une trés bonne
sensibilité particulierement pour le plomb. Parres lexemples d'application des

électrodes d'argent, la détermination de conceémttnanomolaires de plomb et de
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cadmium dans I'eau de riviere et potable [47] eta'entrations sub-nanomolaires de

plomb dans I'eau des rivieres et de I'eau potaidlp [

1.5.1.2-MATERIAUX NON METALLIQUES

Les électrodes a base de carbone occupent ungoposnportante dans
I'électroanalyse tant par leur faible colt et lenise en ceuvre aisée que par leurs

performances électrochimiques en analyses orgasiefuaorganiques [50, 51].

a/ Electrodes a pate de carbone (Graphite)

Les électrodes a pate de carbone sont souveisgaslcomme capteurs dans
le domaine analytique [52]. Elles possédent unlmeilrapport surface/volume que les
gouttes de mercure [53]. Plusieurs auteurs ont réante I'électrode a pate de carbone
peut étre utilisée comme un support a un film mideemercure pour la détermination

simultanée du plomb, du cadmium et du cuivre [54].

b/ Electrodes de carbone vitreux

Le carbone vitreux est connu comme étant le satbltrmieux adapté a des
plusieurs utilisations, ce qui se justifie par lgériorité de ce matériau sur les autres
types de carbone proposés [55]. Elle est plusséélia cause de ses excellentes
propriétés mécaniques et électriques, large fené&repotentiel, inertie chimique
(résistance aux solvants) et une performance reptide [56]. L'amélioration de la
performance analytique de I'électrode de carbotreux passe par un traitement de la
surface d'électrode (polissage) afin de la rentire geproductible et plus active. Parmi
les applications des électrodes de carbone vitdausdétermination de manganése [57]

et le dosage du plomb dans le sang [58].

1.5.1.3- MATERIAUX ORGANIQUES

Les polymeres sont des matériaux qui suscitertrasgrand intérét. Leur
légereté, leur résistance, leur faible colt de pectdn et leur facilité de transformation

font que leurs domaines d’applications se sontidénablement multipliés [59].
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C’est ainsi qu’en 1977, Mac Diarmid, Heeger et karsa ont découvert 'oxydation
partielle du film du polyacétylene par l'iode meitainsi en évidence les propriétés de
conduction du premier polymére organigue conductelg polyacétylene. C'est la
naissance des polyméres conducteurs [60]. Les uxade ces trois pionniers ont
d’ailleurs été récompensés par le prix Nobel denahien 2000. Le terme " polymére
conducteur " est aujourd’hui devenu un terme géuérqui recouvre I'ensemble des

polymeéres conjugués, que leur conductivité so# élevée ou pas.

1.5.2-ELECTRODES DE REFERENCE

C’est une électrode dont le potentiel est remdrigmaent stable méme
lorsqu’elle débite de faibles courants. Comme som tiindique, elle sert de référence
au potentiostat afin d’appliquer une différencepdéentiel exacte entre cette électrode
et I'électrode de travail, et ainsi de faire varier fagcon exacte et connue le potentiel
appligué a I'électrode de travail. Par le passdettrode au calomel saturé était la plus
souvent utilisée. Les valeurs de potentiel de efifée E; par rapport a I'électrode
normale a hydrogéne (ENH) sont respectivement 8gal@,244V pour I'électrode au
calomel (KCl sat.) et & 0,197V pour celle au chierd’argent (KCI sat.) a 25 °C. |l
existe entre I'électrode de référence au caloméiktctrode au chlorure d’argent la

relation suivante: (F)ag = (E12)esc+ (-0,042), les potentiels étant exprimés en volt.

[.5.3-ELECTRODES AUXILIAIRES

L'électrode auxiliaire est choisie pour que sesppétés électrochimique
n'affectent pas le comportement de I'électrodealal : lors de I'électrolyse, il ne doit
pas y avoir de production d'especes qui puissdeindte I'électrode de travail et y
engendrer des réactions parasites. En analysepntage a trois électrodes est proposé
pour minimiser les effets de la chute ohmique, Weagour conséquence de diminuer la
déformation des voltampérogrammes. Généraleméatttéde auxiliaire est de grande
taille par rapport a I'électrode de travail de faéone pas limiter le courant traversant le
circuit d’électrolyse. Cette électrode assure lsspge du courant engendré par les

réactions étudiées a I'électrode de travail.

-18 -



Chapitre | : Etude bibliographique

1.6.-ELECTRODES MODIFIEES

C’est dans les années 70 qu’est apparu lintéeécrer des électrodes
modifiées [61]. Le principe des électrodes modgiéensiste a fixer par adsorption ou
par liaison covalente des especes électroactivesursel électrode métallique ou de
carbone vitreux. Les électrodes chimiquement méelfi possedent de multiples
applications en électroanalyse et électrocatal§@g [Un des avantages de ces systemes
est qu'ils nécessitent I'utilisation d’une quantitéimum de réactifs, souvent codteux,
pour réaliser les analyses. Un autre avantageaesgléctivité des électrode modifiées.
En effet, par un choix judicieux du réactif immads, il est possible de contréler la
sélectivité de lI'analyse. De plus, ces électrodesnpttent d’augmenter la sensibilité
grace a l'étape de dépb6t. Pendant cette étape uiradation, I'espéce cible est
préconcentrée dans un petit volume a la surfad@ldetrode, ce qui permet de mesurer
de trés faibles concentrations. L'étape de préaura#on est aussi une étape de
séparation, extrayant I'espece cible du milieu. éestrodes a film mince de mercure
(TMFE: Thin Mercury Film Electrodesont préparées par I'électrodéposition des ions
Hg?* sur la surface de I'électrode & partir d’une sotutnercurique. Les ions du métal &
analyser présents a I'état de trace dans la solfdionent un amalgame avec le mercure
et sont accumulés dans le film de mercure par té&ducélectrochimique. La
redissolution est ensuite réalisée par le retogrides métalliques amalgamés avec le
mercure vers la solution. L'électrode a film mirde mercure a été largement utilisée,
combinée avec la voltampérométrie par redissolutarodique (ASV) pour la
détermination des métaux lourds a I'état de tr&3].[L’électrode a film mince de
mercure peut étre formée sur plusieurs substrEtg|te le platine [64], I'or [65] et des
fibores du carbone [66]. Néanmoins, les performandese telle électrode sont
déterminées par le soin apporti@a@réparation de la surface, qui est tout d'alpatde
et ensuite conditionnée électrochimiquement [64.pCétraitement est non seulement
délicat et fastidieux, mais il peut étre responsabun effet de mémoire et constituer
ainsi une source de contamination [68kci justifie donc I'effort réalisé actuellement
pour mettre au point de nouveaux matériaux aineilgutérét suscité par les électrodes

modifiées, comme en témoignent les nombreux travéabsés actuellement [69].
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La préconcentration des cations ou sel métalliquezg se faire selon deux

types de processus : par échange d’ions ou parlegatin.

a- Accumulation par échange d’ions

L’'immobilisation d’'un composé échangeur d’ions @& s$urface d'une
électrode permet de collecter les ions métalliquagsune réaction d’échange d’ions. La
réaction d’échange peut étre suivie par voltampétden seulement si un des ions
impliqués est électroactif. Le cadmium (Il) a écwmulé et déterminé avec une
électrode a pate de carbone chimiquement modiéeipe résine Dowex 50W-X8 [70]

; la réaction d’accumulation implique I'échangererés protons de la résine et les ions
cadmium de la solution et la détermination a éité faar voltampérométrie & impulsion

différentielle.
HZRsurfacé" Cd(”)solution_’RCdsurface‘" 2 |'rsolution

b- Accumulation par complexation

La réaction entre des ions métalliques en soluwtibone surface modifiée
par des ligands peut entrainer la formation de d¢exes métalligues a la surface de

I'électrode, selon la réaction :
+ +
ml—surface‘" Mn solution—’MLmn surface

ol M™est le cation métallique, L le ligand et m le noende ligands par complexe. Si
le complexe est électroactif, il peut étre mis endénce par voltampérométrie.
L’électroactivité peut étre le fait soit du métaltsdu ligand (ligand électroactif), les
deux possibilités ayant été démontrées [71]. Laangbérométrie par redissolution
aprés adsorption d'impulsion différentielle de cagdma goutte pendante de mercure
(HMDE) par l'utilisation le 2-mercapto-5-phenil-anmo-1,3,4-thiadiazole (MPATD)

est donnée par la réaction suivante [72]:

N——N NN

NN
HN)]\S/U\\S:’@()[\S/{LNH + 2F* + 2 __, Cdo + 2}1}1)]\5)]\51—1

- - -
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[.7.-CHOIX D'ELECTRODE

Il est toujours hasardeux de prédire le succas matériau d'électrode et en
particulier sa durée de vie sans avoir étudié smmportement dans les conditions
réelles de fonctionnement. Il existe néanmoins agest criteres scientifiques et
technologiques qui peuvent aider dans le choix datériau d'électrode de longévité
importante : une densité d'échange élevée et ufficiert de transfert de la réaction
électrochimique considérée voisin de l'unité ; blowane conductivité électronique du
matériau ; une bonne résistance a la corrosione; grande disponibilité sous une
grande diversité de formes (e.g. plaque, métaloyéplliquide, etc) et des propriétés

mécaniques compatibles (e.qg. rigidité, facilitésaiage).

[.8- TYPES DE LA POLAROGRAPHIE
1.8.1- POLAROGRAPHIE CLASSIQUE

La polarographie est l'utilisation d'une électrogarticuliere appelée
électrode a gouttes de mercure a la surface dellacan réalise une oxydation ou une
réduction électrochimique en appliquant un potérgedon un programme pré-établi.
L’analyse polarographiqgue mise en ceuvre a été étupour la premiéere fois par J.
Heyrovsky en 1922 a l'université de Prague. Laod@nation Polarographie classique
est restée attachée a la méthode originelle danlla la tension appliqguée est une
fonction linéaire du temps, avec une vitesse deaylagle généralement égale ou
inférieure & 2 mV $ [73]. Le courant est mesuré pendant toute la ddeéeie de la
goutte de mercure, et le balayage en tensionresitie, décroissant ou croissant [74].
Lorsque la surface de la goutte varie, le couramievégalement, ce qui est limite la
limite de détection vers des concentrations dedterde 16 & 10° M & cause de

I'existence du courant capacitif [75].

1.8.2- POLAROGRAPHIE A ECHANTILLONNAGE DU COURANT

Une modification simple de la technique polarobiaclassique consiste a
mesurer le courant a un moment précis de la fitadee de la goutte. La durée de vie

de la goutte (comprise selon les expériences éhfreet 5 s) est ainsi extrémement
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reproductible [76]. Le terme polarographie a écilanhage du courant (parfois
appelée polarographie tast) est plus descriptibétdonc étre préfére, d’autant plus que
I'on utilise actuellement d’autres dispositifs geemarteau pour faire tomber la goutte.
Le principe de la polarographie & échantillonnagealrant est basée sur I'équation de
Cottrell. L’équation de Cottrelleq.l.5 montre que, lorsqu'un saut de potentiel est
imposé a une électrode, le courant électrique @éseton l'inverse de la racine carrée
du temps. Ainsi le courant de réduction échantiltora la fin de chaque goutte est

donné par I'équation suivante [77] :

: &8 |D, ,

I(7) =—-nFA —

(1) G 1+£6”/ ot Equation (I.15)
avec &= Dr et Q-M Equation (17,16)

D, " C,(01)

i(7) : Courant de diffusion ou courant de Cottrell (44 et & sont adimensionnels.

Cette technique conduit donc a I'obtention d’'umeirbe en escalier plus
lisse constituée de marches plus petites que @Hatisns observées en polarographie
classique. Malheureusement, cette méthode n’amegbas suffisamment la précision et

les limites de détection de la polarographie ctpssi

1.8.3- VOLTAMPEROMETRIE CYCLIQUE

La voltampérométrie cycliqgue est une méthodet&ekimique qui utilise
des microélectrodes ainsi qu’une solution non agifénsi le courant mesuré est limité
par la diffusion de l'analyte a la surface de Idtede. L'avantage de la
voltampérométrie cyclique résulte de sa capacibtanir rapidement des informations
sur les processus redox, sur la cinétique des ioéactde transfert électronique
hétérogéne, des réactions chimiques couplées,aresdes processus d'adsorption. De
plus, elle est tres employée pour la caractérisal® nouveaux systemes et I'étude de
réactions complexes. Elle consiste en l'applicatdm balayage linéaire de potentiel
jusqu'a une borne supérieure (balayage aller), guise inversion de celui-ci, tout en
conservant la méme vitesse de balayage, jusqu'abamee inférieure de potentiel

(balayage retour).
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Cette technique électrochimique d’analyse pernwamment de mettre en
évidence la réversibilité du systeme (présence giaraller et d'un pic retour) [78]. Le
potentiel est fonction de la vitesse de balayagepdéentielsy) et du temps (t) :

E=Exvt Equation (1.17)
E; désigne le potentiel initial, ou potentiel de dép@ans la plupart des cas, celui-ci est
choisi égal au potentiel a intensité nulle-{E afin de s'assurer qu'aucune réaction
électrochimique n'ait lieu au début du tracé deolarbe intensité-potentiel.
Trois cas sont a considérer : les systemes dvsrsible, irréversible ou

quasi-réversible.

a- Systeme réversible

Si le transfert électronique est trés rapide &Udace de I'électrode, le
rapport des concentrations interfaciales en oxyeamn réducteur est donné par la loi
de Nernst et est fonction du temps. Ce problemeéaré&solu numériquement par
Randles et Sevcik [79, 80] puis par Nicholson ediS81] et permet d’exprimer les
différentes caractéristiques de la courbe inteymiténtiel en fonction des différents
parametres du systéme.

L'intensité du pid, est proportionnelle a la racine carrée de la séete balayage et est
donnée par la relation de randles-Sevcik :
FS

i =0,4463 (——
P CRT

Y2 n¥?ADY2CcVv?? Equation (1.18)

ou :ip : courant de picyA) ; n : nombre d’électrons impliqués dans la réaction
électrochimique A : surface de I'électrode (én; D : coefficient de diffusion de
I'espéce électroactive (¢ns?) ; C : concentration en espéce électroactive (MM):
vitesse de balayage en potentiel (}} s

Le potentiel de demi-vagué&,,, est une grandeur thermodynamique permettant

d’accéder au potentiel standard appaRenties systémes rapides :

E,, =E" +(31) Ln (Dresyv2 Equation (1.19)
nF Do

Il peut étre évalué expérimentalemedqfation 1.20:
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E, =E,, £1109 (S—l) Equation (1.20)
soit, a 25° C
E,=E,, i% (mV) Equation (1.21)

Les signes positifs et négatifs concernent resgaoient les balayages anodiques et
cathodiques. Le potentiel de pic du signal obtesms d’'une oxydation, f est de
28,5h (mV) plus positif que le potentiel de demi-vaguerespondant, et le potentiel de
pic du signal en réduction & est de 28,5 (mV) plus négatif par rapport au potentiel

de demi-vague correspondant.

b-Systéme irréversible

Lorsque la vitesse de transfert de charge deykrst faible comparée a la
vitesse de transfert de matiére, le systeme edtré¥tersible. Le transfert électronique
hétérogéne est lent et donc I'équation de Nerast plus applicable. La réaction inverse
peut étre alors totalement négligée. Il apparaitcdefficient de transferia dans

I'expression de la densité de courant [82]:

1/2

i, =04958 (RLTs)m a’'*n¥?ADY2C VY2 Equation (1.22)

ou a : coefficient de transfer), : nombre d’électrons impliqués dans I'étape limiéa
de vitesse.

Dans ces conditions, le potentiel de pic varie daedtesse de balayage des potentiels

selon la relation de Nicholson et Shain [81]:

12 an, FV
R TF ) 10780+ Ln ( DKO )+ Ln (I‘:—T)m Equation (1.23)
an

a

E =E" —(

p

c-Systeme quasi-réversible

L’étude de ce type de systeme a été realisée patadtsuda et Y. Ayabe
[83] qui ont qualifié de quasi-irréversibles leactons correspondant a un transfert de
charge lent et pour lequel cependant la réactiverge doit étre prise en considération.
Pour une telle réaction, I'intensité du courantshlglus strictement linéaire vis-a-vis de

la racine carrée de la vitesse de balayage. Damataue, selon la vitesse de balayage

-24 -



Chapitre | : Etude bibliographique

du potentiel, un systeme donné peut apparaitrersidle, quasi-réversible ou

totalement irréversible.

[.8.4- POLAROGRAPHIE IMPULSIONELLE

BARKER et GARDNER ont tenté de résoudre le proldede la présence
des dents de scie sur la ligne de base, dues aantaapacitif intervenant lorsque la
goutte de mercure grossit [84]. La polarographidmgpulsions consiste donc a
surimposer, pendant un temps bien déterminé (en & différence de potentiel
continue appliquée entre I'électrode a gouttes eieune et I'électrode de référence, une
impulsion de potentiedE. Une seule impulsion survient a un instant déteénde la vie
de chaque goutte de mercure. Le courant mesurérada chaque goutte sera d’autant
plus faible que la durée de vie de chaque goutt Isegue. Puisque pour des raisons
mécaniques, les durées des gouttes sont de I'dedila seconde, il est intéressant de
décaler I'application du potentiel par rapport anéassance de la goutte d’environ deux
secondes apres la chute de la goutte précédentellddiqgue mesure par goutte de
mercure est effectuée pendant la deuxiéme moitiénggulsion.

La polarographie a impulsion croissante ou nornfalenit des résultats
avec un meilleur rapport signal/bruit. Grace a d¢dapographie impulsionnelle, on est
capable de détecter des quantités de I'ordre d&MQce qui est beaucoup plus

performant qu’en polarographie simple [85].

1.8.5- POLAROGRAPHIE A SIGNAUX CARRES

La polarographie a signaux carrés (SWV) est undoaét caractérisée par
une grande vitesse de balayage et une sensibii¢eed Les impulsions sont
déclenchées pendant les derniéres millisecondés\de de chaque goutte ; la durée de
chaque palier et la durée des impulsignsont identiques [10]. Le courant est mesuré
en deux fois, une premiére fois a la fin de l'ingpoh dans le sens direct et une autre
fois a la fin de I'impulsion dans le sens inverGette technique permet ainsi de réduire
les effets des courants capacitifs en mesuranbueaat seulement en fin d’impulsion.

De méme que pour la polarographie différentielter@gsion impulsionnelle, 'appareil
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trace la différence des intensités en fonction akemtiel de balayage et fournit donc des
pics proportionnels aux concentrations des esp@leefoactives.

En polarographie a signaux carrés la vitesse deyhge \) s'écrit comme suit :
V=AE /T Equation (1.24)

AEs est la différence de potentiel entre deux palmuscessifs4E est I'amplitude

d’'impulsion, 7 est la période de la tension carfge= 2t ), l'inverse der est égale

la frequencef (f =1/7) et t, est la durée dimpulsion. Pour un systeme révisib
comme le montre I'’équation (1.25), le courant de @st dépendant de I'amplitude de
'impulsion de potentiel a vague carr®E pour une fréquence donnée [86]:

i,=kn?D"?AE C Equation (1.25)
ou: ip : courant du pic, k=constant, n= nombre d'élec&ohangé, D = coefficient de
difusion d'analyte/E est 'amplitude d’impulsion et C concentration dibte.

La vitesse de balayageest plus grande qu’en polarographie différentialle
tension impulsionnelle classique, cela réduit abérsiblement la durée d’analyse d’un
échantillon et permet d’obtenir en moyenne plusietycles pour accroitre le rapport
signal/bruit, avec I'avantage de bénéficier de tamide détection abaissées et d’'une
meilleure précision. En raison de sa rapidité&ddampérométrie a tension carrée peut
étre utilisée comme détecteur rapide en chromgbbggaen phase liquide a haute
performance (CLHP) [87]. La limite de détection ldepolarographie a tension carrée

est de I'ordre de 10a 108M et peut atteindre 1OM par redissolution anodique [88].

[.8.6- POLAROGRAPHIE DIFFERENTIELLE IMPULSIONNELLE

D’'un point de vue purement analytique, la polaapipie impulsionnelle
différentielle (DPP) est actuellement assez couranimtilisée, grace a la mise sur le
marché d’instruments fiables et relativement pelitexax, plus sensibles et avec une
sélectivité plus élevée. Cette technique est pdigiement intéressante dans l'analyse
des éléments a I'état de traces et ultra-tracds B est une méthode dérivée de la

polarographie normale, et permet d’augmenter Isibéditeé de 100 a 1000 fois par

-26 -



Chapitre | : Etude bibliographique

rapporta la polarographie classique [90]. Dans cette tiecien on applique un potentiel
variable en fonction du temggs=f (t) (figure 1.1), périodiguement interrompu par des
impulsions de hautewlE représente une augmentation réguliére normale ten&ion
continue. Le courant est mesuré deux fois pen@adutée de vie de chaque goutte de

mercure : une premiére fois avant d’appliquer l'uigon i(t)1 et une deuxieme fois,
comme presque toujours, prés de la fin de limpuisit),. Le courant eri(t), est le

courant qui sera observé en polarographie classigaevaleur est mise en mémoire
dans le polarographe. Le début de I'impulsion dstsamarqué par une soudaine
augmentation du courant ; comme en polarographpilisionnelle normale (NPP), le
courant s'affaiblit a mesure que le courant caffagitfaradique décroissent [91], et il

est & nouveau mesuré prés de la fin de I'mpulsip). La différence des deux

courants avant et apres l'impulsion est amplifiéeerregistrée. Le courant di a

I'impulsion de potentiel & = E, + AE est alors égal a [92]:

. : _ D (0'—1) )
lit), -i(t),], ., = -nFAC, /n(tz O—tl) (o+1) Equation (1.26)

avec :
nF A .
g=exp-—— Equation (1.27)
RT 2
1 Ai=i5- 1,
2-
- 2
s 2
L
= t PN
AE 1 -
SN
ST | .

Figure 1.1. Variation du potentiel en fonction du temps en awipérométrie
impulsionnelle différentielle.

Le voltampérogramme obtenu a une forme gaussienee un pic dont

I'amplitude est proportionnelle a la concentrataml’espéce électroactive (figure 1.2) .
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La largeur du pic a mi-hauteur W permet de déterminer le nombre d'électrons
échangés pour un systéme rapide grace a la retii®@arker [10] :
W, =35 (EJ Equation (1.28)
nF
az2s°C

W, = (?j Equation (1.29)

Courant (A
=

Potentiel (V/réf

Figure 1.2. voltampérogramme représentatif des courbes obteawes les
méthodes impulsionnelles.

Les techniques polarographiques ne sont duditisables que lorsque la
solution a étudier contient une ou plusieurs espeggdables ou réductibles au niveau
d'une électrode a gouttes de mercure, les contiensades espéces a analyser étant
assez faibles [93]. Parmi 'ensemble de ces teckasigl'une des plus efficaces pour la
caractérisation de la spéciation des métaux traests basée sur des mesures
électrochimiques par voltampérométrie, et plus ipéfnent par voltampérométrie
différentielle a impulsion en redissolution anodiqgfi.e. DPASV : Differential Pulse

Anodic Stripping Voltammetry) [94].

[.9- LA VOLTAMPEROMETRIE INVERSE (REDISSOLUTION)

C’est une technique d’analyse ultrasensible [B8g consiste a utiliser une
électrode de travail, qui peut étre une électrogeutte de mercure pendante (HMDE)
ou encore une électrode solide. Cette méthode l¢'smast principalement utilisée pour

la détermination quantitative des traces de catidost le métal peut former un
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amalgame avec le mercure (dans le cas ou I'élextdmdtravail est une électrode a
goutte de mercure pendante). Parmi ces cations, pauvons citer le Pb, Cd, Zn, Cu,
Sn, Ti, Mn, Bi, et le Ga [96].

La voltampérométrie a redissolution se fait enxdé&apes : accumulation et
redissolution. Avant I'étape d'accumulation surglautte, un barbotage d’azote est
effectué pour chasser I'oxygéne présent dans l#tisnlqui est susceptible d’interagir

avec la goutte de mercure et donc d’interférer damsesure [97].

Premiére étape d'accumulation (ou pré-électrolyse)

Cette phase d'électrodéposition s'effectue en tewluagitée avec un
potentiel suffisamment élevé pour qu’il y ait rétlon et ou oxydation des espéces
présentes en solution.

La surface de I'électrode étant petite, la dureeclimulation est inférieure a celle que
nécessiterait une électrolyse complete, et le ebwanserve, durant cette phase, une
intensité sensiblement constante. A la surface d@ucume, il se produit alors une
réaction qui forme un amalgame.

On peut montrer que la quantité du métal, dépaséned’électrolyse, est
proportionnelle a la concentration de I'élémenselution, selon I'équation [98] :

_ KCSt
nF

Equation (1.30)

ou K, C, S et t représentent respectivement le facteur de prapovélité, la
concentration de l'espéce électroactive, la surfdeela goutte de Hg et le temps
d’électrolyse. Le produiti(=KCS) étant le courant d’électrolyse. Les conditions de
travail doivent étre strictement surveillées si dessures reproductibles doivent étre
réalisées. On notera I'importance du temps d'actation, du potentiel d'accumulation,
de 'agitation, du volume de I'’échantillon et deslaface de la goutte de mercure.
Pendant le temps d’attente (repos) qui sépareces étapes, il y a homogénéisation de
la concentration du métal amalgamé dans la goRltsieurs secondes sont nécessaires
avant que la solution ne s’Thomogénéise parfaiterrmeritcomme la goutte de mercure.
La solution témoin n'est plus agitée (ce qui perb@édimination de toute convection en

solution) mais le potentiel d’électrolyse restelape.
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Seconde étape la redissolution

Les métaux vont alors passer du mercure a laisolpbur retourner a I'état
initial. Pour ce faire, le potentiel de I'électrodst déplacé de fagcon a provoquer
I'oxydation et ou réduction de I'amalgame. Cettapét est définie par le balayage du
potentiel, qui est la vitesse a laguelle le volténogramme est enregistré.

L'intensité du courant est proportionnelle a la @amtration du métal amalgamé, elle
méme représentative de la concentration initialecation métallique présent dans la
solution [99].

A la fin de la période de repos suivant I'électsay la distribution du métal dans le

mercure est relativement uniforme et peut étreutédcpar I'’équation suivante [19] :

= I Equation (1.31)
nF(4/3) mr,}

C M(Hg)

ou Cung), 1, t, €t r, représentent respectivement la concentration dialng@ns le

mercure, le courant cathodique de dépét, le tenepdépot et le rayon de la goutte de
mercure.

L’intérét de cette technique réside dans le faie da concentration en
amalgame dans la goutte est plus élevée que l&tvaton de I'élément en solution et
elle lui est proportionnelle. On peut donc espgreuvoir doser des quantités plus
faibles que celles dosées par la méthode direeteedissolution des éléments peut étre

effectuée par trois méthodes [100] :

* Redissolution par voltampérométrie (S.V)

La redissolution aprés électrolyse se fait par ificadion graduelle du
potentiel appliqué a I'électrode de travail et mresdu courant correspondant. Cette
technigue peut s’effectuer par un balayage anod{§i$/) ou cathodique (CSV) en

potentiel.

- Redissolution anodique (Anodic stripping)

Dans les méthodes de redissolution anodique, deoglectrode se comporte
comme une cathode durant I'étape de réduction raime® une anode lorsque I'analyte

est réoxydé a son état initial [101]:
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Accumulation Application d’un potentiel négatif a la solutiare qui donne :

M™ +Hg+ne - M(Hg) Réaction (1)

Redissolution Balayage de potentiel dans le sens positif (an@&jiqu

M(Hg) - M™ +Hg +ne- Réaction (2)
La redissolution anodique permet de détecter @lusiespéces métalliques,
en une seule expérience. Cette méthode est deperéormante quantitativement et

gualitativement.

- Redissolution cathodique (catladripping)

Une autre technique de redissolution est égalemetilisée: la
voltampérométrie a redissolution cathodiqgue (CS\Yélément considéré est
préconcentré a la surface de I'électrode, soitctiraent par oxydation formant alors un
film insoluble, soit par le biais d'un autre élémepui est adsorbé a la surface de la
goutte au potentiel considéré. L'élément précoméeeast ensuite mesuré pendant une
étape de redissolution cathodique par un balayagepatentiel vers les valeurs
négatives, on observe alors son pic de réductiette@echnique permet d’analyser un
grand nombre de métaux ne formant pas d’amalgaree kv mercure [102], ou de
composés organiques possédant des propriétés dorgdiction [103]. Cette
technique nécessite des conditions d’analyse trages, qui peuvent entrainer dans
certains cas des imprécisions sur la déterminatidt@rieure de propriétés de
complexation par exemple, notamment par compétitimma-vis du métal entre le

ligand ajouté et les ligands naturels [104].

Accumulation Application d’un potentiel positif a la solutioce qui donne :

Hg - Hg" +e-
puis : 2Hg" +2X~ - Hg,X,
Sel insolubl

Redissolution Balayage de potentiel dans le sens négatif (cajbey:
Hg, X, + 2e- - 2Hg +2X"

La position des pics est différente car le poadredox est différent. Mais

'amplitude aussi est différente alors que les eom@tions sont identiques. Cette
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variabilité de I'amplitude est en fait due aux @éions des coefficients de diffusion et
aux différences de solubilité des espéces danglieumLa quantité de matiére déposée
sur I'électrode et issue d’une solution donnée doitc étre parfaitement connue si I'on
veut la relier a la concentration dans la solutidala nécessite de bien connaitre I'aire
de [I'électrode, le potentiel qui lui est appliqué durée de I'étape de dépobt
électrolytique, la vitesse d’agitation lors des ores de la solution d’analyse et des

solutions étalons.

- Redissolution apres adsorption (Adsorptiveppirig voltammetry)

Parallelement, des recherches [105] vers d’am@des d’accumulation ont
mené au développement de la voltampérométrie pdiss@ution apres adsorption
(VRAd), a 'accumulation non électrolytique et atllisation de microélectrodes et plus
récemment d’ultramicroélectrodes. Les méthodes ediissolutions aprés adsorption
sont tout a fait similaires aux méthodes de redlisiem anodique et cathodique. Une
microélectrode, le plus souvent une électrode decume a goutte pendante, est
immergée pendant plusieurs minutes dans une solagjdée de l'analyte. L'analyte se
dépose par adsorption physique sur la surface électfode plutdt que par
électrodéposition. Lorsque suffisamment d'analigstsléposé, on arréte l'agitation et
on dose le matériau déposé par l'une des méthadesmpérométriques. L'évaluation
quantitative est basée sur le recours a des sotuéitalons qui sont traitées de la méme
facon que les échantillons. Généralement, cettenigue est utilisée pour l'analyse
d'éléments traces et ultratraces qui ne peuvent @&cumulés directement par une
préélectrolyse. Pour les métaux, il existe des @gesmplexants spécifiques pour leur

analyse par AdSP ou AdSV.

* Redissolution par potentiométrie (P.S.A)

Cette technique consiste a réaliser une éleceadysourant constant et a
suivre la variation du potentiel de I'électrode tdavail en fonction du temps. Cette
variation de potentiel est liée au changement deeantration de I'espéce étudiée au
niveau de I'électrode. Un temps de transitioest déterminé : il est égal au temps

nécessaire pour que la concentration de l'espeeetréactive devienne nulle au
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voisinage de I'électrode. Cette méthode permetaliéar le nombre de réaction se
produisant a I'électrode de travail ; en effet, quma plateau observé correspond a une
réaction.

Si la diffusion des ions est linéaire et si le psnpendant lequel I'intensité
est imposée est suffisamment court pour négligatiffasion des ions du sein de la
solution vers la couche de diffusion, le temps rd@ditiont est relié a la densité du

courant par la loi de Sand [106]:
iy, = 05nFC ,/? Equation (1.33)

i : la densité de courant (At; t: le temps de transition (s)
Lorsque cette relation est vérifiee, la limitatide la réaction par la diffusion est

démontrée et permet le calcul du coefficient deudién.

* Redissolution par ampérométrie (C.C.S.A)

La dénomination ampérometrie est réservée aux n@eslu courant quand
le potentiel est constant et la variation de courast due a un changement de
concentration de I'espéce électroactive résultamealcause extérieure, par exemple un
ajout de réactif. L’agitation du milieu est nécéssanais cela entraine des fluctuations
qui se traduisent parfois par un courant instaBle.peut palier cet inconvénient en
maintenant une agitation uniforme et en additionhamement le réactif. 1l est souvent
préférable d’appliquer des tensions correspondanfplateau de diffusion afin de
minimiser les risques de fluctuations du couraé$ & des perturbations au niveau de
I'électrode de référence. Toutefois, il est possid parfois indispensable, de travailler a
des potentiels moins élevés afin d’améliorer l@célité de la mesure. Le principe de
mesure est identique a celui de la (P.S.A) maiselfissolution est contrdlée par

application d’'un courant constant a I'électroderdeail.

[.10- CHOIX DE LA TECHNIQUE POLAROGRAPHIQUE EN ANAL YSE

Le choix de la technique polarographique en aeatigpendra en particulier
de la nature du milieu étudié, du niveau de comaénh du ou des solutés a analyser en
solution et des performances de cette techniqus. teehniques polarographiques
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impulsionnelles (NPP et DPP) permettent d'obtenigain de sensibilité trés important
par rapport aux techniques de polarographie classid¢'analyse par redissolution
anodique est la méthode la plus utilisée danslyseale traces et d'ultratraces 18
102 M), notamment pour l'analyse de métaux formanammalgame avec le mercure.
Pour avoir une bonne résolution et un pouvoir s#par satisfaisant, on utilise
généralement pour I'étape de redissolution, lehodéls polarographiques DPP et SWP
qui permettent d'obtenir des pics étroits [107].figaire 1.3 présentant la comparaison
des domaines de concentrations accessibles pour différentes techniques
polarographiques).

Concentration en espéces &lectroactives (rmol. L")
10— 6 E 5 am 10 10—F T 10— % 2 | s e 10— & | o
; ) L v N . n h

| DcCcHs

| DCc, P

| ACP

| ~NP P |

| SwWwWiP

Methodes de redissolution
anodigue et potentiomatrigue

Methodes de redissolution
cathodigue

T T T T T T T T 1
1 10 100 a 10 100 1 10 100
e Ecd — == e i S — =
[=1=%4 [=1=1=] P rm
Concentration massigue en espéces electroactives
({cas pour des masses Mmolaires woisines de 100 g.rmol )

Figure 1.3. Domaines de concentrations relatives accessibles Ips différentes
techniques polarographiques [107].

1.11- INTERFERENTS SUR LA TECHNIQUE D’ANALYSE ET LE DOSAGE

Comme toute technique analytique spécifique &tarchination d’éléments

traces, les techniques électrochimiques souffremt certain nombre d’interférences.

[.11.1- EFFET DE L'OXYGENE

Avant de décrire les variantes les plus réceiitesus parait plus judicieux
d’examiner d’abord les processus qui intervienndahs I'appareil classique. En
absence de dégazage, un courant d’'intensité ékstéebtenu ; ce courant est dd a la
réduction de I'oxygene en eau. L’'oxygene dissoédiictible a I'électrode a gouttes de
mercure, donne deux paliers bien distincts cornedaot a la réduction de cet élément

en deux étapes selon le processus suivant [107]:
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En milieu acide:

O 2H +26 — KO, (-0,1 V/ECS)
et D +2H +26 —> BHO (-0,7 VIECS)
En milieu basique:

L 2H0 +26 — BEO, +2 OH (-0,3 VIECS)
et 6B +26 — 2 OH (-1,3 VIECS)

Une opération de barbotage est donc indispensatlegiminer I'oxygéne dissous de
la solution [108]. Pour cela, la cellule est powde tubulures permettant de purger la
solution avec un gaz inerte {NAr ou H,) avant I'expérience. L'azote étant plus

frequemment utilisé car il est nettement moins ewér

[.11.2- EFFET DES DEUX COURANTS FARADIQUE ET CAPACITIF

Le courant résiduel est la somme de deux cosirdistincts, le courant
faradique et le courant capacitif [109] :

I =i +i, Equation (1.34)

r
Le courant résiduel dépend de la nature de I'é@detret des traitements chimiques ou

électrochimiques qui lui été imposées [110].

v Le courant faradique

Le courant faradique résulte des réactions d’oxgduction des éléments a
analyser a linterface électrode-solution et cdunstidonc la composante la plus
importante pour I'analyse quantitative des compdests [111]. Le courant faradique
peut étre influencé par les vitesses de différprisessus :

- La vitesse de transport de masse de lI'especeéexytectroactive du sein de la
solution vers I'électrode (et vice-versa pour ugpeee réduite) ;

- La vitesse de transfert d’électrons a I'interfétectrode/solution ;

- La vitesse des réactions chimiques qui précedmntqui suivent le transfert

d’électrons.
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Ces réactions obéissent a la loi de Faraday uéntgé d’especes chimiques
transformées est directement proportionnelle aulantjté d’électricité qui traverse la
cellule (équation 1.35) [10].

Q=nF N=it Equation (1.35)
Q est la quantité de charge électrique (en C) estNle nombre de moles de réactif
consommeé ou de produit formé (en mol).
La composantes faradique est majoritairement diégde&trolyse de I'eau et

a la réduction de I'oxygene [112].

v" Le courant capacitif

Le courant capacitif est di a la charge du coratens représenté par
I'interface entre la couche de surface de I'élaitret la couche de la solution adjacente
[10]. Lorsqu’on appligue un échelon de potentiel, viariation du courant capacitif
décroit exponentiellement en fonction du temp®j:[1

I - E ex;{— t J Equation (1.36)
RS C:d

ou Rs est la résistance de la solution entre I'électraudicatrice et I'électrode de
référence etCqy la capacitance du condensateur équivalent a ldlelocouche. Le
courant capacitif est souvent négligeable devaoblgant faradique.

Lorsque la concentration en espéece électroactvdaible ou lorsque le
temps d'analyse est court, le courant capacitift gayvenir supérieur au courant
faradique ce qui entraine des erreurs d'interpoétatl faut donc trouver un moyen
d'optimiser le rapportelic. Le développement des techniques électroanalicie
I'accroissement de leur précision passent doncssagement par une minimisation de

cette composante capacitive du courant d’électeatyesuré a I'électrode de travail.

[.11.3- INTERFERENCE METALLIQUE
Comme toute technique analytique spécifique &tarchination d’éléments
traces, les techniques électrochimiques soufframt dertain nombre d’interférences.
Ainsi, la formation de composés intermétalliqued 3l I'adsorption de substances

organiques [114] ou le recouvrement de pics [1Ezivent étre a I'origine de difficultés
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dans l'analyse des résultats obtenus. S’ajouteakeégent les problémes inhérents a
toutes mesures de traces, i.e. les contaminationpayivent aussi bien étre dues aux
prélevements et stockages qu’aux mesures elles sy@mgarle alors de contamination
rémanente. Ces interférences et/ou contaminatiemdt donc étre systématiquement
minimisées pour pouvoir caractériser la spéciatiem métaux traces aux concentrations

naturelles.

|.12- INFLUENCES DES CONDITIONS OPERATOIRES SUR LA REPRODUCTIBILITE DES

ANALYSES

I1 est nécessaire de déterminer de facon trésisprdes conditions
expérimentales puisque nous montrerons que deefaibiodifications de certains
parameétres entrainent des variations importanteseselltats.

Dans le présent travail, nous avons examiné, poague €lément trace (Zn, Cd, Pb, Se
et Cu), l'influence des facteurs suivants sur lasgslité et la reproductibilité de la
méthode : la nature de I'électrolyte support, ldeptiel d’accumulation, la durée
d’accumulation, la vitesse d’agitation de la salotiainsi que la durée et I'amplitude

d’'impulsion.

1.12.1- ELECTROLYTE SUPPORT

C’est un composeé ionique dissoci€, de 100 a 16&0dus concentré que
les especes électroactives qui participent auxtickec d’électrode [116]. Ses ions
doivent étre électro-inactifs, c’est-a-dire gqu'me doivent pas, dans les conditions
expérimentales utilisées, participer aux réactiotg€lectrode ou modifier la
concentration des espéces qui y participent [1Bid]présence d’un électrolyte support,
on considére donc que le transport des especetodetives de la solution vers
I'électrode ou de I'électrode vers la solution,fi@etue a proximité de la surface de
I'électrode, uniquement par diffusion chimique ooneection mécanique [118]. En
théorie, I'électrolyte support seul ne donne aucourant et ce quel que soit le potentiel

appliqué, mais dans la réalité, un faible courasiduel existe toujours.
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1.12.2- POTENTIEL D’ACCUMULATION

Les réactions de réduction ou d’oxydation génépssle potentiel appliqué
ont lieu a I'électrode de travail. Plus le potehtie cette électrode devient négatif, plus
elle devient un réducteur fort, donc une sourcéedtéons [39].

Le potentiel d’électrolyse (ou d’accumulation) @spond a une valeur du potentiel a
laguelle on peut réduire le ou les cations a aealydon choix est fonction de la nature

de I'élément a doser et du milieu électrolytiqugd]L

1.12.3- TEMPS D’ACCUMULATION

Si la durée d’électrolyse est suffisamment longuesque tous les ions
réductibles de la solution peuvent étre déposélastathode de mesure, mais cela n’est
pas nécessaire et, en pratique, on effectue Ilfélgse en mesurant soigneusement le
temps pour qu’une partie seulement de ces ions mmtite [120]. La durée
d’accumulation dépend de la sensibilité de la mithet de la quantité d’élément trace
en solution [121]. Cette opération est souvent némgtape de concentration, puisque
les métaux se retrouvent concentrés dans le vohetaivement petit de la goutte de
mercure. Apres un certain temps bien déterminéutéace de I'électrodes ne peut plus
supporter la charge de ces éléments di a la saturdi22]. La quantité de métal
concentré sur la goutte est proportionnelle a lantté totale de métal dans

I’échantillon.

[.12.4- VITESSE D’AGITATION

Ce parametre joue un role important. En effet,dpeh la pré-électrolyse,
I'apport du métal vers la goutte est assuré pdaliffasion et la convection, ce qui agit
sur le rendement du dép6t métallique [123]. Lesumess sont ainsi faites avec une
agitation pour homogénéiser la solution le plusdament possible, ce qui permet de
réduire la couche de diffusion autour de la godgemercure [124]. Pour les grandes
vitesses d’agitation, on assiste parfois a la clletéa goutte et a la création de bulles
d’air dans la solution, ce qui est génant pour dé@raductibilité des mesures.
L'application d'un mouvement de rotation a I'éledér de travail (électrode solide)

améliore sa sensibilité. La rotation s'effectueoard d'un axe rotatif a une vitesse
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constante et tend a réhomogénéiser le liquide appan substances. La durée de
I'agitation est fonction de la durée de la précatregion, car les deux processus sont

généralement simultanés.

1.12.5- VITESSE DE BALAYAGE

Dans les méthodes électroanalytiques la hauteurpidu permet de
déterminer la concentration d'analyte dans la ssluD'une facon générale, la hauteur
du pic dépend de deux facteurs important : la catnagon et la vitesse de balayage.
L'intensité du courant (hauteur de pic) est praportelle a la concentration d'analyte
lors de I'étape du dépdt. Quand la vitesse de dgéayarie vers des valeurs supérieures,
la hauteur du pic devient plus étroite, donc latbaudu pic augmentera. Cependant si
les mémes conditions de dépbt sont utilisées evitiegse de balayage choisie est fixée,
la hauteur du pic doit étre proportionnelle a |lancantration de l'analyte dans la
solution. La vitesse de balayage (mV) sloit étre choisie pour donner une meilleur

réponse et une bonne réversibilité.

[.12.6- AMPLITUDE ET LA DUREE D’'IMPULSION

L’amplitude des impulsions doit permettre d’obtame bonne sensibilité et
une sélectivité satisfaisante [125]. Une impulsiondulée est surimposée a chaque
valeur de potentiel dispensée pendant le balaydgmplitude d’impulsion dépend de
la résolution et de la sensibilité de I'analyse ne uamplitude élevée augmente la
sensibilité de la méthode mais diminue la résohytime amplitude plus basse diminue
la sensibilité mais augmente la résolution. Il fdahc choisir une valeur d’amplitude
adaptée au type d’analyse ou d’échantillon. Enrpglaphie impulsionnelle la mesure
du courant se fait avant et apres I'applicatiomgiilsion. Pendant ce court intervalle de
temps, la surface de la goutte n'a pas changéh@r du moment de la mesure permet

a la double couche, qui se charge rapidement, dédwarger [10].

[.13- GENERALITES SUR LES ELEMENTS TRACES

L’'analyse d’éléments a I'état de traces concemwesacteurs d’activité aussi

variés que les technologies de pointe, les domaleda santé, de I'environnement ou
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de la géochimie. La demande la plus communémennuiée consiste en la
détermination de la teneur globale en un ou plusi@éments dans des matrices de
toutes natures et de toutes origines. Plus de laéntes analyses concerne des analytes
a des concentrations tres faibles, dites a I'é&dtatce et d’ultra-trace. La notion de trace
est en relation avec les concentrations massiquesspondantes. Par convention, un
composé est dit & I'état de trace dans un échamtilbrsqu’il est présent a une
concentration inférieure & 1 000 ppm. Au-dessoumdi.? ou du mg kg, un analyte
est considéré comme étant a I'état d’ultra-trace.

Les organismes vivants ont évolué en présenceléasgents métalliques et
certains métaux sont mémes essentiels et nécessaikeprocessus biologiques : ce
sont les oligo-éléments. Le term@ligoéléments (ou éléments-trace) désigne les
éléments trouvés d’'une maniére constante a I'aealgsnique des organismes vivants,
mais en trés faibles quantités (de I'ordre du grdimme ou microgramme). A trop
faible dose, ils provoquent des carences dansdfosgne, mais ils deviennent toxiques
a haute dose. lls sont des cofacteurs enzymatigugsués dans toutes les grandes
voies métaboliques et notamment dans la protectiotre les espéces radicalaires. Les
éléments-trace sont des nutriments sans valeugéticpre mais dont la présence est
essentielle au métabolisme.

Les éléments traces peuvent étre répartis en cagories :

Y La premiére rassemble les éléments qui, préseidtab de traces, sont essentiels a
la croissance et au métabolisme. Les élémentsrasiem font partie : Fe, Zn, Cu, Se,
Cr, Co, Mn, Ni, V, Mo, Sn. Lorsque la concentratibm ces éléments est trop faible, un
phénomene de carence est donc observable (pousrgasismes). Pour autant, une
forte augmentation de la concentration en ces @& meeut aboutir a des phénomenes
de toxicité.

Certains minéraux n'existent qu'en quantité fathlanfime, les principaux
d’entre eux sont le zinc, le cuivre, le manganéseglénium, le silicium, le cobalt, le
chrome, etc. Malgré leur faible dosage, les oligrents jouent un réle important dans
le métabolisme ; la carence ou I'exces en ces -@igments essentiels étant la cause de
nombreuses maladies et anomalies [126]. Les treublles a leur carence doivent

pouvoir étre prévenus ou corrigés par I'apportelsaul élément [127].

-40 -



Chapitre | : Etude bibliographique

D'autres minéraux existent en quantité forte oeafsrte, ce qu'on désigne par quantité
pondérale. Citons dans ce cadre le chlore, l'itedsopdium, le potassium, le calcium, le
magnésium et le fer.

Y La deuxieme catégorie est quant a elle constituééments toxiques, non
nécessaires a la croissance des organismes vivalstgjue le cadmium, le plomb, le
mercure, l'argent. L'ensemble des ces élémentsigaitd’origine naturelle mais leurs
concentrations sont généralement soumises aux itéstivanthropiques générant
d’'importantes pollutions.

A l'inverse des composés organiques, les élénteates ne se transforment
pas en d’autres composés, néanmoins, ils peuveamésenter sous différentes formes
physico-chimiques dans I'environnement. La déteatiim de ces éléments, sous ses
différentes espéces, permet d’évaluer leur mobditédeur bio-accumulation, c’est-a-
dire, au final, leur toxicité. Par exemple, le achmse trouve dans le sang, sous deux
formes trivalente Cr (lll) et hexavalente Cr (Myexpérimentation a mis en évidence
le caractere trés toxique du Cr (VI), comparativetreeu chrome élémentaire et a ses
composeés trivalents Cr (lll). Certains de ces élégmepossédent un caractere
ambivalent, c’est-a-dire gu’ils sont a la fois edsds et toxiques (par exemple Se, Cr,
Ni, Si, 1, etc.).

Les éléments métalliques ont en effet la proprigéése fixer sur des
protéines et ainsi de modifier la structure molérel et le mode d'action de ces
derniéres. Ces modifications de structure peuveané @ssentielles a la bonne
fonctionnalité de certaines protéines, ou au caoetrimduire un effet toxique en les
inactivant. Les organismes sont capables, danscartaine mesure, d'utiliser et de
réguler les concentrations en métaux qui leur sEs#entiels. Des effets toxiques

apparaissent lorsque cette régulation ne peutgdois lieu.
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

[1.1- REACTIFS UTILISES ET ELIMINATION DES CONTAMIN ANTS

[1.1.1- ELECTROLYTE SUPPORT

Il n'existe pas d'électrolyte support universekon choix va dépendre des
substances analysées et des réactions électroci@mimises en jeu, |'électrolyte
support utilisé dans ce travail est I'acide pemigie (HCIQ) (Merck®, 70-72%) ainsi
que l'acétate de potassium préparé a partir ddd'acétique (Fluky pureté supérieure

& 99,0%) et I'nydroxyde de potassium (ProfatAnalysis min 86,0%).

11.1.2- REACTIFS ET PRODUITS UTILISES

Les réactifs habituels de classe pour analysediecment souvent des
impuretés a I'état de traces qui sont sans impoetgoour la plupart des usages
analytiques, mais qui peuvent s’avérer trop contamis en voltampéromeétrie par
redissolution. Cela est particulierement vrai $ deetaux lourds sont impliqués. Il est

donc nécessaire d'utiliser des réactifs de tresehpureté.

-/ Les acides utilisés pour I'analyse et la minéedion du sang sont :

*/ l'acide nitrique (FIuk&, 69,5 %),

*/ l'acide perchlorique (Merék 70-72 %),

*/ l'acide chlorhydrique (Sigma-Aldri¢h 37%).

-/ Les produits commerciawsuivants ont été utilisés sans purification supgléaire :
*/ le 4-éthyle-3-thiosemicarbazide (Sigma-Aldfi¢i97%).

*/ I'hydrazide de benzéne sulfonyle (Aldrf598%).

-/ Les solutions étalon de métaux utilisées ont @tEparées a partir des solutions
suivantes:

*/ Zinc (Atomic absorption, standard solution. 106@ mL! dans 2 wt % HN@
Fluka®).
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*/ Se (Atomic absorption, standard solution / IdB06 mg mf dans 2-5 wt % HN®
Fluka®).

*/ Cd (Atomic absorption, standard solution. 10@@rpdans 5 wt % HN® Specpur®).
*/ Pb (Atomic absorption, standard solution. 10@@npdans 5 wt % HN® Specpur8).
*/ Cu (Atomic absorption, standard solution. 100§ mi* dans 2 wt % HN@ Flukd®).

Les concentrations de ces métaux sont choisiedoection de celles
attendues dans les échantillons analysés. Touesolations sont préparées avec de
'eau ultra pure obtenue a l'aide d’'un systéme dgfipation d’eau MilliQ Gradient

A10 (resistivité 18,2 b cm).

11.1.3- ELIMINATION DES CONTAMINANTS

Tout au long de ce processus, un soin tout pégicesst apporté pour limiter
les contaminations qui peuvent influencer l'analysdraces. La verrerie et les réactifs
chimiques font I'objet d’'une attention spécifiquear exemple, les réactifs ne s’utilisent
gu'ultra-propres et donc ne contenant que tréesdiewpuretés ; ou encore, la verrerie
ne s’emploie que neuve, systématiquement rincé&ade Ide solutions acides trés pures
et a usage unique, par crainte des effets mémmdisedtant de I'adsorption d’une faible
proportion des contaminants sur les parois, |'@laton des contaminants au niveau des
paroi des verrerie se font par I'utilisation dagwn. Chaque dosage a été précédé d'un
nettoyage poussé des électrodes et de la celedér@ltique a I'acide nitrique 10% et
d'un rincage par l'eau ultra-pure. L'absence de taonnation a été vérifiée

systématiquement par passage d’'un blanc cons&u® anL de I'électrolyte support.

[I.2- APPAREILLAGE UTILISE

Les mesures de concentrations totales en métaugtérréalisées sur un
TraceLab 50. Il est constitué de l'analyseur pajemphique POL150, du stand de
mesure MDE150 et du logiciel PC TraceMaster 5. LBEMI50 est composé d’'une
électrode de mercure a goutte pendante (HMDE), ed'éhectrode de référence

(Ag/AgCI/KCI 3M) et d'une électrode auxiliaire etagine. La formation des gouttes de
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mercure, et leur maintien au bout du capillairet sssurés par un systéme entierement
pneumatique (Multra-pur). La solution est agitée a l'aide d’ugitateur magnétique.
L’appareillage est installé sous une hotte pouiimmiser les contaminations.

Les techniques électrochimiques par redissolutiense prétent pas a la
détermination de concentrations en métaux a l'alime courbe de calibration, a
l'inverse des techniques spectroscopiques par dgep effet, elles sont trop sensibles
aux conditions de mesure (T, P, pH, vitesse d’dgita..), il faut donc avoir recourt a
des ajouts dosés. Cependant, ces expeériences sétavent longues, et la solution
standard concentrée, ce systeme génere des mitt@rtoations qui peuvent ne pas
étre négligeables et donc entrainer un biais denedncentrations mesurées.

D’autres électrodes ont été utilisées de maniéaaitoup plus marginale au
cours de cette thése. Quelques essais ont étéa®avec des électrodes de carbone
vitreux, électrode de graphite, électrode de pdagihélectrode d'or, sans étre vraiment
satisfaisants par rapport aux électrodes habitigMercure). La partie mobile de
I'électrode est reliée a un moteur assurant laioota vitesse constante du disque et de
I'anneau. La surface des électrodes solides sdttyées par polissage sur un nylon sur
lequel est déposé une suspension aqueuse daluvdde um. La cellule et les
électrodes sont nettoyées entre chaque nouvellgicgola I'acide nitrique 10% puis
rincées a I'eau milliQ [1]. Il faut signaler ausgie les actions de marteau, réglage de la
taille de goutte (temps de croissance de la goudigjation et dégazage sont toutes
opérées depuis le PC via TraceMaster 5, développéRpdiometer Analytical. La
programmation d’expériences constituées d’'une sldtenesure DPASV et ou DPCSV

est donc facilitée.

[1.3- PROCEDURE DE MINERALISATION DU SANG

Les échantillons biologiques représentent un afdet défi pour les
analystes. D'une part, les différents élémentsesildont souvent présents en faible
concentration dans une matrice complexe, contetl@mtcomposés organiques et des
sels en grande quantité pouvant interférer lorkag@lyse, et dont la composition varie

selon les types d'échantillons. La premiére diffcuwconcerne le prélevement des
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échantillons naturels. Il doit s’effectuer de maeia représenter les variations spatiales
et temporelles des concentrations ainsi que lemdsrchimiques des especes a
caractériser. Viennent ensuite les contraintes rdasport et de stockage de ces
échantillons : n’engendrer ni contamination, nitpeni transformation des analytes.

La minéralisation est une étape importante podeétarmination d’éléments
traces, elle permet de détruire la matiére organ@jwbtenir des solutions contenant la
teneur totale des éléments présents dans la passatl Cependant, la minéralisation
doit étre réalisée d’'une telle maniére que I'areabgt séparé de sa matrice sans perte ni
contamination, ni destruction de la structure maliice de I'analyte. La plupart des
méthodes de minéralisation par voie humide fonebhppdes mélanges d’agents acides
et oxydants. Le composé le plus communément utilisé les mélanges d’attaque est
I'acide nitrique. Son action est souvent renforng@el’acide perchlorique, qui permet de
dégrader les composés organiques les plus résistard’augmenter la température
d’ébullition du mélange.

Nous avons utilisé pour la minéralisation du samng ballon de 50 mL a
fond plat et col long (pour assurer un reflux coralde des vapeurs d'acide et
prolonger ainsi leur action). A 1 mL de sang (préla jeun) sont ajoutés dans le ballon,
3 mL d’acide nitrique et 1 mL d’acide perchloriq{@ : 1). La température est
maintenue a 150°C pendant 4 heures (pour éviteqplbsion du HCIQ). Cette
température est ensuite fixée a 280°C, jusqu’a @natipn quasi totale du contenu.
Apres refroidissement, nous ajoutons le méme mélabacides au résidu, puis nous
laissons évaporer jusqu’a obtention d’un résidu;sexsuite nous laissons refroidir.
Enfin on ajoute 1 mL de HCI, et on chauffe jusgéx@poration complete. Ce résidu est
repris par 5 ml d’acide nitrique a 0,25% [2], ehservé dans des tubes en polyéthylene
(préalablement nettoyés a l'acide nitrique 10% dteau ultra-pure). Dans le cas
présent, les mélanges d'acides forts utilisés pigeme en combinaison avec des
températures élevées, de détruire la matiére ajganét de la transformer en sous-
produits de réaction gazeux, qui sont alors élisniséus la hotte. Il est en fait
nécessaire, pour réduire les contaminations, tbatildes quantités aussi faibles que
possible de réactifs. L'ajout d’acide chlorhydrigoeie un role trés important pour le

sélénium (réduction de sélénate en sélénite) [8iteCmeéthode de digestion a été
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choisie parmi tant d’autres car elle a donné lesllenes résultats. Le choix des
techniques de préparation des échantillons etaghallyse proprement dite dépend de la
nature de I'échantillon, de la nature des analytds,leur quantité ainsi que de

I'information désirée.

[1.4- CHOIX DES AJOUTS DOSES

Les techniques électrochimiques par redissolutiense prétent pas a la
détermination de concentrations en métaux a l'aidle courbe de calibration,
contrairement aux techniques spectroscopiques yanm@e. En effet, ces techniques
sont trop sensibles aux conditions de mesure.ull deonc avoir recourt a des ajouts
dosés. La figure 1.1 montre un exemple de coudsedosage obtenues par la méthode
des ajouts dosés. Une droite est tracée passantepavaleurs de pente de pics
(exprimées en nA mV) en fonction de la concentration en métal ajoaésda cellule,
en prenant 0 ng't. comme valeur arbitraire initiale pour la concetioradu métal dans
I'échantillon. L’intersection de la droite obtenagec I'axe des abscisses détermine

I'origine de cet axe et par conséquent la conceatrale I'élément dans I'échantillon.
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Figure 1l.1 Exemple d’'une courbe de dosage obtenue par la aetties ajouts
dosés.

L’analyse est répétée 3 a 4 fois puis une gamnagaoens dosés est réalisée
sur chaque échantillon pour tenir compte d'un effieatrice différent entre les

échantillons étudiés. Cette gamme est obtenue eamgistrant les réponses
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voltampéromeétriques suite a plusieurs ajouts ssdesed’'une solution étalon d’'une

concentration connue du métal a quantifier darcellale.

[1.5- OPTIMISATION DES PARAMETRES ET DES CONDITIONS OPERATOIRES

11.5.1- DETERMINATION DU TEMPS DE BULLAGE D’AZOTE

Comme il a été mentionné auparavant (Chapitr&a lprésence d'oxygene
dans la cellule d’analyse provoque des interférert@ns les mesures. L'injection
d’azote dans la cellule d’analyse permet de chdssgmgéne et d’éliminer la majeure
partie de ces interférences. Différents temps d&admi d’azote ont été testés pour
évaluer I'impact sur la mesure de fagon a trouserdleur optimale tout en réduisant le
temps total de l'analyse. Pour une premiere anatiessd’échantillon, un temps de
bullage inférieur a 300 s induit des perturbati@hs signal se traduisant par une
augmentation du bruit et donc d’'une diminution desénsibilité de la méthode. Un
temps de bullage supérieur a 300 s n'a pas entdd@n@lioration de la sensibilité de la
méthode justifiant son emploi. Nous avons doncneeten temps de bullage de 300 s
pour la premiére analyse de I'échantillon. L'entddexygéne dans la cellule d’analyse
est limitée et le temps de bullage efficace perg ptus court. La durée du bullage

d’azote pour les mesures suivantes sur un mémedtdraa été recherchée. Un temps

de bullage de 60 s. s’est avéré suffisant.

11.5.2- TAILLE DE LA GOUTTE

Elle doit posséder une faible surface afin d'&u@lement polarisable et un
faible volume afin d’optimiser la concentrationltspece électroactive et de minimiser
son épuisement dans la solution. Ces caractérstigiwivent étre constantes tout au

long de la manipulation et reproductibles d’'un d@sa I'autre.

11.5.3- DUREE D’EQUILIBRAGE
Apres la premiéere étape de préconcentrationtdthgm est arrétée afin que
la convection cesse dans la solution et que laardration du métal dans I'amalgame

soit homogéne. Dans la littérature, les valeurs peyparameétre oscillent entre 10 et 60
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secondes. On a opte pour une durée de 30 secoonesecune durée optimale pour

toutes les expériences.

[1.5.4- AMPLITUDE ET LA DUREE D'IMPULSION

Le choix d'une amplitude d’impulsions de 50 mV sbiue un bon
compromis pour obtenir a la fois une bonne seritgEb#t une sélectivité satisfaisante a
I'analyse d’échantillons. Toute fois, la durée giitsion de 20 ms a été choisie comme

une valeur optimale dans cette these.

[1.6- VALIDATION D'UNE METHODE ANALYTIQUE

La validation d'une méthode d’'analyse est une ¢ulace qui permet
d’établir, par des études expérimentales, queriesas de performance de la méthode
permettent de répondre aux exigences de l'usageehatie est destinée [4]. Rappelons
gue l'objectif principal d’'une méthode analytique dosage est de pouvoir quantifier le
plus justement et le plus précisément possible wieades quantités inconnues que
l'analyste aura a évaluer. Tandis que I'objectf ld validation est de donner au
laboratoire et aux autorités des garanties sutigsague chacune des mesures qui seront
réalisées en routine avec une méthode donnée geomites de la vérite.

A ce stade, il est important de définir certairsmes fréquemment

rencontrés en validation:

11.6.1- LIMITE DE DETECTION ET DE QUANTIFICATION

A) LIMITE DE DETECTION
La limite de détection est la plus petite concditnaou quantité d'un
paramétre ou d'un analyte, qui produit un signéatéble avec une fiabilité définie et

statistiqguement différent de celui produit par lemib dans les mémes conditions [5].

B) LIMITE DE QUANTIFICATION

C’est la plus petite quantité d’'une substanceaméxer dans un échantillon
pouvant étre dosée dans les conditions expérinesntcrites avec un coefficient de

variation du facteur de réponse acceptable [6].lidte de quantification est la
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concentration équivalente a 10 fois I'écart typdenh lors de I'établissement de la

limite détection de la méthode (LDM) [7].

LOM =10x S (Equation I11)

avec LQM: limite de quantification d’'une méthode ;

S : Ecart type.

[1.6.2- FIDELITE (PRECISION)

La fidélité exprime I'étroitesse de l'accord (aede dispersion, coefficient
de variation) entre une série de mesures provateminultiples prises d'un échantillon
homogene dans les conditions prescrites [8]. Elegénéralement exprimée par le
coefficient de variation (CV en %) qui est obtemuedfectuant le rapport entre |'écart-

type (S) des résultats d'essais et la moyemnjedes réponses observées [9].
CV (%)= S x100 (Equation 112)
m

La fidélité traduit uniquement la distribution deseurs aléatoires et n'a
aucune relation avec la valeur vraie ou spécifiés.mesures quantitatives de la fidélité
dépendent de fagon critique des conditions stigulée

Peuvent ainsi étre distinguées les conditions de :

A) REPETABILITE

Ce sont les conditions ou les résultats d'essdépendants sont obtenus par
la méme méthode sur des échantillons d'essaisqdestdans le méme laboratoire, par
le méme opérateur, utilisant le méme équipemergeadant un court intervalle de
temps [10]. Il s'agit en fait de mesurer la vatisgbdes résultats d'une méme série c'est-

a-dire la mesure de la variabilité intra-groupe.

B) REPLICABILITE

La réplicabilité est une mesure de la variatiaes désultats pour des

échantillons traités de la méme facon a l'intérideirséquences d'analyse différentes,
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c'est-a-dire que les échantillons doivent étre yaéal en variant au moins l'un des
parametres suivants : la journée d'analysendant un intervalle de temps dophné

I'analyste ou l'instrument [8].

C) REPRODUCTIBILITE

Ce sont les conditions ou les résultats d'essdé&piendants sont obtenus par
la méme méthode sur les échantillons d'essaisidgest dans différents laboratoires,
avec différents opérateurs et utilisant des équgmesndifférents. Il s'agit d'une étude

inter-laboratoires [8].

11.6.3-SENSIBILITE

La sensibilité d'une procédure d’'analyse peut @&knie comme étant le
rapport de la variation de la réponse de la méthadealyse a la variation de la
quantité d’'analyte [11]. Une procédure est ditesg#e si une faible variation de la
concentration ou de la quantité d’analyte entraine variation significative de la

réponse.

11.6.4- LINEARITE

L’intervalle de linéarité représente le domainecdacentration exploré lors
de la validation des méthodes. Celui-ci doit prengin considération tous les résultats
futurs possibles. En effet, si lors de l'utilisatien routine de la méthode, les quantités
inconnues que le laboratoire aura a doser se tnbuse dehors de l'intervalle de
dosage, les résultats fournis ne pourront étreidérés comme fiables. La linéarité
d'une procédure analytique est sa capacité ariéatéd'un certain intervalle de dosage,
d'obtenir des résultats directement proportion@ela concentration en analyte dans

I'échantillon [12].

11.6.5- CALCUL DU TAUX DE RECOUVREMENT

Le taux de recouvrement ou pourcentage de rédipergpermet

d’identifier, pour un échantillon donné ou un tyge matrice donné et a un niveau de

-59 -



Chapitre Il : Matériels et méthodes

concentration donné, la présence dinterférencetengielles lors du processus
d’analyse.

Le taux de récupération correspond a la différecg@ourcentage entre la
concentration mesurée d'un échantillon fortifidaetoncentration mesurée du méme
échantillon non fortifié divisée par la concentatide la substance ajoutée. Ce rapport
tient compte de la transformation chimique qui tsfgeduite, s’il y a lieu. Ce taux est

donc exprimé comme suit [13] :

C -C
Taux de recouvremeri®o) = fC x100 (Equation 113)

avec C: : Concentration mesurée de I'échantillon fortifié ;
C : Concentration mesurée de I'échantillon non fiérti

Ca,: Concentration de la substance ajoutée.

11.6.6- EXACTITUDE

Le calcul de I'exactitude, également appelée gasteexprime I'étroitesse de
I'accord entre la valeur acceptée comme convengibement vraie (dite standard), et
une valeur déterminée (moyenne) obtenue en appligua certain nombre de fois la
procédure d’analyse [14]. La justesse doit étréfigéravec un échantillon ayant la
matrice la plus rapprochée de celle des échandiltpi seront déterminés pour vérifier

efficacement toutes les possibilités d'interférertimt les effets de matrice. Dans la

_ye 7 ’ - “pn s MC
présente étude, nous avons utilisé un matériedfdeence certifie (MRC) «Seronorm
Trace elements whole blood». Ce matériel est et &df matrice la plus disponible
commercialement et la plus semblable a nos éclanil

La valeur de I'exactitude sera déterminée a pdetiréquation suivante [15]:

Exactitude(%) = 100~ | Erreur relative(%)

Erreur relative (%) = VOV;V x10C (Equation 114)

S
avec Vs: valeur certifiée;

Vo : moyenne des valeurs observées.
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MATERIAU DE REFERENCE CERTIFIE (MRC)

L’approche la plus correcte de validation d’'unethmée d’analyse consiste
a utiliser un matériau de référence certifié, edslire un matériau de référence dont les
concentrations d’'un ou plusieurs éléments ont étdifiées par une procédure qui
établit la valeur de ces concentrations ainsi qoedrtitude qui leur est associée et ceci
avec un niveau de confiance spécifié. Pour palier manque de matériaux, de
nombreux analystes utilisent la technique du dopaggst-a-dire I'ajout de quantités
connues d’éléments aux échantillons. L'inconvénraajeur de ce procédé est que les
composés présents a I'état naturel dans les mataetdes dopants ont des formes
chimiques souvent différentes et n’interagissemicdpas de la méme maniére avec la

matrice.
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CHAPITRE Illl : DETERMINATION DE QUELQUES ELEMENTS T RACE
PAR VOLTAM PEROMETRIE A REDISSOLUTION

INTRODUCTION

L'importance de déterminer certains métaux tdees les échantillons
biologiques n'est plus & démontrer, que ce soitr gmaluer l'exposition a un ou
plusieurs éléments présents dans I'environnemepboudiagnostiquer, comprendre ou
effectuer le suivi d'une maladie, reliée ou noneétec exposition. Le plomb est un
élément toxique pour les organismes humains a deseatrations élevées. Les
principales sources de plomb pour la populationt Sentabac et la poussiere
contaminée. En milieu de travail, le plomb est gipalement absorbé par voie
pulmonaire sous forme de vapeurs, de poussiéree dumées. La détermination de la
plombémie fait souvent partie de la surveillanceldgique systématique des
travailleurs de I'industrie du plomb ou d’autredustries qui utilisent ce métal. Dans de
nombreux pays, la surveillance réguliere des tamgsins de plomb est une obligation
légale, et la loi prévoit également que tout em@ldgnt la plombémie dépassant une
certaine valeur doit étre mis en arrét de travaibtacé a un poste ou il ne risque plus
d’étre exposé. On peut donner & cet égard I'exeogseEtats-Unis ol la moyenne de la
concentration de plomb dans la population étaitprise entre 150 et 170 ug'lau
milieu des années 1970 [1]. En 1991, les centres lgocontrdle et la prévention des
maladies (Centers for Disease Control and Preventiot fixé une valeur limite & 100
ng LY, cette valeur a ensuite été abaissée a 20'Hg]LActuellement, ces facteurs ont
suscité un regain d’'intérét pour la déterminatiencdncentrations toujours plus faibles
dans le sang et font naitre le besoin de méthotemlgise utilisables a de faibles
niveaux de détection. Notre travail va dans ce.sbass ce contexte, il est important
d’étudier linfluence des principaux parametres @xpentaux sur le courant de
redissolution, tels que I'électrolyte support, teemtiel de pré-électrolyse, le temps de
dépot et la vitesse d’agitation de la solution afendéterminer les concentrations dans

le sang de trois oligo-éléments (zinc, cuivre, méld@), et deux éléments toxiques
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(plomb, cadmium). Chaque dosage a été suivi paraloul statistique afin de valider

les méthodes d’analyse utilisées.

11.1. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LE
DOSAGE DU CADMIUM ET PLOMB PAR VOLTAMPEROMETRIE
ANODIQUE INVERSE A IMPULSION DIFFERENTIELLE

[11.1.1- GENERALITES SUR LE CADMIUM ET LE PLOMB

Certains éléments traces sont indispensables @anismes vivants alors
que d'autres, en revanche, ne sont pas essehtetsxicité, méme a de tres faibles
concentrations, de certains de ces métaux nontedseyst reconnue. L'exposition a des
doses parfois faibles peut avoir des conséquemopsriantes pour la santé. A long
terme, le cadmium est un métal présent a I'étahmliretés dans divers minerais. Les
deux principales sources d’exposition au cadmiumladgopulation générale sont
I'alimentation et le tabagisme [3]. Il est utilidans des batteries, accumulateurs ou piles
électriques alcalines (80 %) et dans des pigmentsethtures ou de matieres plastiques
(10 %). L'inhalation de fumées d'oxyde de cadmiust @ l'origine de fiévres
d’inhalation ou de pneumopathies chimiques. ApaégsHase d’absorption, le cadmium
présent dans le compartiment sanguin est principaié intraérythrocytaire lié a
I’'hnémoglobine [4] et il pourrait jouer un role dal@ssurvenue d’hypertension artérielle
[5, 6]. Le cadmium plasmatique est, quant a &, d des protéines de haut poids
moléculaire, essentiellement l'alboumine [7]. La deme sanguine du cadmium,
correspondant a la durée d’élimination de la maigéla quantité de cadmium présent
dans le sang, est d’environ 100 jours [8]. Une skmm prolongée de I'organisme
développe des troubles rénaux, des maladies obgasicespiratoires et osseuses [9].

Le cadmium se fixe essentiellement dans le tiéealr de fagon spécifique
et proportionnelle a la quantité totale du mété][Le plomb est 'un des métaux les
plus anciennement et les plus largement utilisésl’pamme. Sa toxicité est connue

depuis I'Antiquité et elle est toujours d’actualitées expositions professionnelles au
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plomb restent trés fréquentes ; la libération dlsaou de poussiéres par la peinture de
revétements muraux anciens et mal entretenus esbuece de nombreux cas de
saturnisme infantile [11]. Accessoirement les gaéclthppement pourraient étre
responsables d'une élévation significative dexaité de ces éléments [12, 13]. Une
exposition de bréve durée a des concentrationgédepeut causer un golt métallique,
des douleurs abdominales, des vomissements, darthé&e, des convulsions, le coma
et méme entrainer le décés [14]. Toutefois, dedatitoxications sont rares. Les effets
d’'une exposition prolongée a doses faibles soninmperceptibles, mais non moins
dommageables pour la santé : anémie [15], défieiethe la fonction mentale et
probléemes neurologiques chez les jeunes enfanis La6fréquence de I'hypertension
artérielle serait plus importante chez les suj&f®sés au plomb et au cadmium [17].
Une poussée d'insuffisance rénale peut étre seiceraldintroduction trop rapide d'un
traitement chélateur efficace [18]. La plombémigievaavec le sexe, I'age, le lieu

d'habitation, et la consommation de tabac et dfd®].

[11.1.2- PRINCIPE DE LA TECHNIQUE UTILISEE

La voltampérométrie a redissolution consiste @agmnéentrer le Cd et le Pb
a la surface d'une électrode a goutte de mercuredgrge pendant une phase
d’accumulation(Réaction Ill.1.1)en se plagant & un potentiel inférieur au potentie
d’oxydoréduction du métal. Un balayage des potkenkés plus négatifs vers les positifs
permet ensuite de redissoudre les métaux amalgddééstion Ill.1.2)lors du passage

par leur potentiel d’oxydoréduction.

Phase d’accumulation

Cd?" + 2™ +Hg - Cd(Hg) Pb?* + 2~ +Hg - Ph(Hg)  (Réaction I11.1.1)

Phase de redissolutian

Cd(Hg) - Cd*" + 2™ +Hg Pb(Hg) - Pb> + 2™ +Hg  (Réaction I1.1.2)
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[11.1.3- EFFET DE L’ELECTROLYTE SUPPORT

Le premier paramétre étudié est I'effet de la entration de I'électrolyte
support (I'acide perchlorique) sur la sensibiliteé da méthode proposée. Les
concentrations en électrolyte support testées :sér@lM, 0,02M, 0,03M, 0,05M a
0,1M. Les reésultats obtenus (figure Ill.1.1) montreque l'augmentation de la

concentration de I'électrolyte support diminueéasbilité et la résolution a 0,1M.

—e—cCu —=—20,01M

4 404 ——20,02M
- —=—0,03M
40 — 2 304 ] —<—0,05M

__ ——0,10M

ourant (nA)

30 —

0,04 0,06
20 - N Concentration (M)

Courant (nA)

10 —
,,,,,
..................

T T
-800 -700 -600 -500 -400 -300
Potentiel (mV)

Figure Ill.1.1. Effet de I'électrolyte support sur l'intensité duc dans une
solution contenant 0,85 pg'ldu Cd et 75ug T du Pb.Ex=-900 mV (vs.
Ag/AgCl, 3M KCI), u= 400 tr min*, v=5mV s', tye, = 320 s£,=20 msAE = 50
mV.

Les intensités du pic du cadmium et du plomb gtient des valeurs
maximales quand la concentration de I'électrolytport est de 0,02 M. Cette
concentration a donc été choisie comme une coratemtroptimale pour la suite de nos

travaux.

[11.1.4- EFFET DU POTENTIEL D’ ACCUMULATION

Pour réaliser un dosage simultané de ces deuxumén DPASV, le
potentiel d’accumulation doit étre inférieur auguttel redox du cadmium qui possede
le potentiel le plus négatif parmi ces deux métdwexpotentiel d’accumulation est un
parametre important pour les techniques d’analgtepossede une influence non
négligeable sur la sensibilité de la déterminatles métaux lourds. L'effet du potentiel

d’accumulation sur l'intensité du pic, du plombdet cadmium, a été examiné dans la
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gamme de potentiel qui varie entre -950 et -650 vaVAg/AQCI (Figure 111.1.2). Les
résultats obtenus montrent une augmentation sogifie de l'intensité du pic quand le
potentiel est balayé depuis les potentiels les pagatifs pour le plomb et le cadmium.
Le courant atteint le maximum pour ces deux éléemant900 mV (vs. Ag/AgCl). Ce

potentiel a donc été choisi comme potentiel d’aadation dans la suite du travalil.

—=—FPb —a— -650 mV

80 1 vo /\D\/“ —— 800 MV
1 —o— -850 mV
70 —o— 900 mV

E — -950 mV
60 —

50

40 —

30 H

Courant (nA)

20 H

10

0 T T T T T
-900 -800 -700 -600 -500 -400 -300

Potentiel (mV)
Figure Il.1.2. Effet du potentiel d’accumulation sur l'intensg@ pic. Condition:
HCIO, 0,02 M, solution contenu 0,85 pg'idu Cd et du 75pgtdu Ph u= 400

tr min®, v=5mV §', tyep= 320 s.

[11.1.5- EFFET DU TEMPS D’ ACCUMULATION

Afin d'étudier I'effet, surk, etip, du temps d’accumulation du plomb et du
cadmium en milieu acide perchlorique (HGI®,02M) dans la gamme comprise entre
200 s et 360 s, nous avons procédeé au tracé desmpg@rogrammes correspondants par

redissolution anodique (figure 111.1.3).

—=—200 s
50 - —o—240 s

40 4

30

Courant (nA)

20

10 H

Potentiel (mV)
Figure II1.1.3. Variations des courants de pics pour différentspte
d’accumulation. Condition: HCID0,02 M, contenu 0,85 pg’Ldu Cd et du
75ug L du Ph Eac=-900 mV (vs. Ag/AgCl)u= 400 tr min*, v=5mV s
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Ces résultats montrent une augmentation de I'sig@nlu pic en fonction du
temps d’accumulation, ce qui indique une augmenriatie la concentration des ions a
la surface de I'électrode. Ces ions s’accrochengfet, de plus en plus a la goutte de
mercure pendant la phase de déposition jusqu’aentain plateau (saturation de la
goutte ou épuisement des ions métalliques dansdehe de diffusion). Pour les deux

métaux, l'intensité du pic augmente donc jusq2@ 8et devient constante par la suite.

[11.1.6- EFFET DE LA VITESSE D’ AGITATION

Nous avons étudié I'influence, sur les courantpids, de la vitesse d’agitation de la
solution pendant I'étape de dépot. Les voltampémnognes obtenus pour des vitesses
allant de 150 & 525 tr minsont représentés sur la figure 111.1.4. Le traeé dourants
des pics en fonction de la racine carrée de lasséted’agitation pour le plomb et le
cadmium montre deux parties linéaires, avec res@esent un changement de pente

vers 300 et 225 tr mih

40 -

—=— 150 tr.min®

30 4 \ —o—225 tr.min*
W ——300tr.min*
1

1

\ ——400 tr.min

%-—O—Swtnmm

20

Courant (nA)

10 H

T T
-900 -800 -700 -600 -500 -400 -300
Potentiel (mV)

Figure Ill.1.4. Effet de la vitesse d’agitation. Condition: HGIQ02 M, dans une
solution contenu 0,85 pgLdu Cd et 75 pg £ du Ph Eac=-900 mV (vs.
Ag/AgCl), v=5mV §', tyg, = 320 s.

Pour les grandes vitesses d’agitation, on asgigtéois a la chute de la
goutte et a la création de bulles d’air dans lautsmh, ce qui est génant pour la
reproductibilité des mesures. La vitesse de 400ini a été donc sélectionnée comme
vitesse d’agitation optimale car elle permet d’obtées plus grandes intensités et donc

la meilleure sensibilité.
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I11.1.7- CALCUL DE VALIDATION ANALYTIQUE ET APPLICATION

La linéarité est validée par I'établissement ddrtdte de régression sur la
plage de concentrations allant de 1,53 & 164 ng pdur le plomb et 0,26 & 0,825 ng
mL™ pour le cadmium. Les coefficients de régressiondges éléments sont dans cette
gamme de linéarité et sont supérieurs a 0,999, ave exactitude mesurée de 96,98 %
et 96,19 % pour respectivement le plomb et le cadmiLes valeurs certifiées du
cadmium et du plomb sont respectivement de 0, e &t7,6 ug L}, avec une gamme
de valeurs acceptables situées entre 0,68 et @,&0 pour le cadmium et entre 26,2 et
29,0 pg ! pour le plomb (Seronorm ™ Trace Element Whole dldqtevel 1,
MR4206)). Le taux de récupération du cadmium gpldmb calculé a partir du matériel
de référence est respectivement de 96,78 % et @/,12s limites de détection
obtenues par voltampérométrie anodique inverse égales a 0,46 et 0,08 ng thL
respectivement pour le plomb et le cadmium calaypé@rtir de 10 replica de la solution
a blanc. La figure IIl.1.5 représente un polarogrenmrelatif au dosage du cadmium et
du plomb dans le sang minéralisé a partir des tiondi qui ont été optimisées
préecédemment. Les concentrations en cadmium etl@nbpdans cet échantillon,
calculé aprés soustraction de l'effet du blanc,tségales a 0,851pug™Lpour le

cadmium et 76,824 pgipour le plomb.

©
o
1

Courant (nA)
(2}
o
1

T T
-900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200
Potentiel (m V)

Figure 111.1.5. Détermination du cadmium et du plomb dans le s@umpdition:
HCIO,4 0,02 M, Eac=-900 mV (vs. Ag/AgCI) taep = 320 su = 400 tr min', v="5
mV s?, t,=20 ms4E = 50 mV.
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Les résultats obtenus par le dosage de 33 édbaatilles sujets sains sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau I1l.1.1 Le dosage de 33 échantillons de sang total detsssgins.

Moyenne (ug L) Intervalles (ug I)
Cadmium 0,720 £ 0,121 0,451-1,032
Plomb 86,981 + 15,230 49,989-150,961

P<0.01

[11.1.8- C ONCLUSION

La contamination de I'environnement par des tratmemétaux toxiques est
actuellement un probléeme majeur. Il en résulte damande croissante en moyens
d’analyse de polluants métalliques, en particuleans notre organisme, car il est
nécessaire de pouvoir identifier les polluants dfpues présents dans le sang et de les
quantifier au niveau de traces et d'ultra-tracdaide de méthodes d’analyses fiables,
sensibles et reproductibles. La détermination deslitions optimales pour le dosage du
cadmium et du plomb paoltampérométrie anodique inverse a impulsion diffiéielle,

a donné les résultats suivants : électrolyte suppamide perchloriqgue (HCKpO0,02M ;
potentiel d’accumulation optimum : -900 mV (vs. AgCl); temps d’accumulation :
320 s ; vitesse d’agitation : 400 tr min

Nos résultats expérimentaux ont également monteélawoltampérométrie anodique
inverse a une électrode a goutte pendante de meerswivie par polarographie
impulsionnelle différentielle est suffisamment sblespour le dosage du cadmium et du
plomb dans le sang. Les limites de détection olgemians ces conditions sont de 0,08
et 0,46 ng mL pour respectivement le cadmium et le plomb. Ces Lot meilleures
comparées a celles rapportées dans la littéraams ks mémes conditions (0,1 et 0,5
ng mL* pour respectivement le cadmium et le plomb) [288r, contre, elles sont moins
bonnes que celles obtenues pour ces deux élémantSP-MS (respectivement 0,05 et

0,02 ng mY) [21, 22].
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[11.2. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LE
DOSAGE DU ZINC PAR VOLTAMPEROMETRIE ANODIQUE INVERS E A
IMPULSION DIFFERENTIELLE

[11.2.1- GENERALITES SUR LE ZINC

Le zinc fait partie du groupe IIb de la classifica de Mendeleiev avec le
cadmium et le mercure ; il posséde le numéro atoenRD et une masse de 65,37. Le
zinc est un oligoélément essentiel pour la vie. Sosorption intestinale est une étape
clé de son métabolisme car elle assure en grantle [zarégulation de la teneur en ce
métal dans le corps humain [23], cet éléement ekspensable et il est le plus abondant
apres le fer dans I'organisme humain [24]. Il imient comme cofacteur enzymatique
impliqué dans de nombreux processus cellulaires38p Le zinc est parfois appelé le
minéral de l'intelligencearce qu'il intervient au niveau du systeme imnairgtet il est
indispensable au développement et au fonctionnewcherdysteme nerveux [27]. Cet
antioxydant aux propriétés purifiantes joue doncr@le important dans les fonctions
essentielles de notre organisme, puisqu'il luttetreoles radicaux libres, prévient la
cécité et les effets de dégénérescence liés allisgement, et joue un role dans la
synthese des protéines et des acides nucléiquaesjuies matériaux de base de I'ADN
[28, 29]. On sait, en outre, qu'il participe au amisme de contrdle de la glycémie et
protége du diabete puisqu'il est utilisé dans lahgse de l'insuline dont il protége les
récepteurs situés sur les membranes cellulairds I[a0carence en zinc est associée a
une augmentation de la fréquence des infectiondinghue l'incorporation de l'azote
nutritionnel [31]. Le contenu du corps en zinc d&nviron 2,5 g, dont 30 % sont
présents dans les os et 60 % dans les muscles ermpasse importante représentée par
ces tissus. En fait, les tissus les plus richeamnsont la prostate, les cheveux et l'oeil.
Dans les sujets sains la valeur du zinc est sénée 6000 et 9000 pug'l32]. Le taux
d’absorption du Zn dépend de la taille des pamiswtt de la solubilité des espéces
porteuses et donc de sa spéciation [33]. La biodisilité du zinc varie selon les
situations physiologiques. Ainsi, avec l'age, lgpaeité d’absorption diminue alors

gu’elle augmente au cours du dernier trimestreadgrbéssesse et en cas d’allaitement
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[34]. La teneur en zinc de l'alimentation n'est pagapport avec la valeur alimentaire
de la forme sous laquelle il s'y trouve. Ainsi, é&séales sont, elles, riches en zinc, mais
un régime a base de pain complet provoque desasan zinc, en raison des effets

chélateurs puissants du phytate et des fibres aiégéadu blé [35].

[11.2.2- PRINCIPE DE LA TECHNIQUE

bY

Généralement, [I'électrolyse a un potentiel costr@onsiste en une
réduction, la redissolution étant effectuée pabalayage anodique. L’application que
nous allons en faire est I'analyse du catiorf"Zm solution. Par une électrolyse & un
potentiel fixe suffisamment bas, on réduit cathadigent les cations métalliques en
solution en métal déposé a la surface de l'éleetradelément de départ est ainsi
accumulé sous la forme d’'un dépBig@action 1112.1). On réalise ensuite un balayage de
potentiel de I'électrode vers les valeurs positipesr réoxyder le dépot métallique et
donc donner lieu a un signal de courant corresptnda I'élément métallique

préconcentréRéaction 1112.2).

Phase d’accumulation
Zn** + 2™ +Hg - Zn(Hg) (Réaction 111.2.1)
Phase de redissolution

Zn(Hg) — Zn** + 2~ + Hg (Réaction 111.2.2)

[11.2.3- EFFET DE L’ELECTROLYTE SUPPORT

L’électrolyte support joue un role trés importam voltampérométrie, le
premier parameétre étudié est l'effet de la conaéintr de I'électrolyte support (acide
perchlorique) sur la sensibilité de la méthode psée. La gamme de concentration
d’électrolyte support testée est la suivante 0,00M2M, 0,03M, 0,05M et 0,1M. La
figure 111.2.1 représente linfluence de la concentration de t&tdyte sur la hauteur

des pics et méme sur le déplacement du potentjgicde
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Figure IIl.2.1. Effet de I'électrolyte support sur lintensité chic dans une
solution contenue 70 ug'LEac=-1150 mV (vs. Ag/AgCl) u = 400 tr min*, v =
20 mV §', tgep= 60 S1,=20 MSAE = 25 mV.

T
-1150 -1100 -1050

Les résultats obtenus dans la figure lll.2&dntrent que l'intensité du pic du
zinc atteint une valeur maximale quand la concéntrale I'électrolyte support est de

0,02M. Cette concentration a été choisie commeconeentration optimale par la suite.

111.2.4- EFFET DU POTENTIEL D’ ACCUMULATION

Le potentiel d’accumulation est un parametre irtgrdrpour les techniques
d'analyse, et posséde une influence non négligeaie la sensibilité de la
détermination des métaux lourds. L'effet du po&rtiaccumulation sur I'intensité pic

du zinc a été examiné dans la gamme de potentielagie entre -1200 et -1050 mV

(vs. Ag/AgCl).

800 —

600 —

-1200 -1150 -1100 1050
Potentiel (mV)

4007 ——-1050 mV

—o—-1100 mV
—4—-1150 mV
-1200 mV

Courant (nA)

200 —

T T T T T T T
-1200 -1150 -1100 -1050 -1000  -950 -900 -850 -800 -750
Potentiel (mV)

Figure 111.2.2. Effet du potentiel d’accumulation. Condition: HGI®,02M
solution contenue 70 pg'Ltae,= 60 s u= 400 tr min*, v=20 mV §.

-74 -



Chapitre 1l : Détermination de quelques é éments trace par la voltampérométrie a redissolution

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une augat®n de l'intensité du
pic quand le potentiel est balayé depuis des petsries plus négatifsEq.<Ep). Le
courant atteint le maximum a -1150 mV (vs. Ag/Ag@}E dernier a été choisi comme

potentiel d’accumulation dans la suite du travail.

[11.2.5- EFFET DU TEMPS D’ ACCUMULATION

Le temps d’accumulation est évidemment un paramekd en analyse
voltampéromeétrique apres préconcentration a ureérétee de mercure. La figure 111.2.3
présente I'influence du temps d’accumulation sair¢’ du pic de courant de détection
de zinc 70 pg t dans un milieu acide (HCK®,02M) dans une gamme comprise entre

Oset75s.

800

600

400+

Courant (nA)

200 H

T . T . T . T . T . T . . . .
-1150 -1100 -1050 -1000 -950 -900 -850 -800 -750
Potentiel (mV)

Figure 111.2.3. Variations des courants de pics pour différents pende
d’accumulation. Condition: HCI£0,02M, solution contenue 70 pg'idu zinc.
Eac=-1150 mV (vs. Ag/AgClyu= 400 tr mif*, v= 20 mV §".

Nous observons, une augmentation de lintensitépiduen fonction de
'augmentation du temps de dép6t, indiquant unereungation de la concentration des
ions a la surface de I'électrode. Une augmentatefiintensité du pic, qui progresse
jusqu' & 60 s et devient quasi constante par te,sslexplique par la saturation partielle
de la surface du mercure, inhibant la formation kemalgame. Le temps

d’accumulation de 60 s a été fixé pour la suiteckee étude.
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[11.2.6- EFFET DE LA VITESSE D’ AGITATION

La diffusion des espéces a la surface de I'éldetr@st notamment
dépendante de la vitesse d’agitation. Des voltaoggdmmes ont été enregistrés a
différentes vitesses d’agitation qui varient ertf0 tr min' et 525 tr mift (figure
[11.2.4). La variation du courant limite de diffusi, corrigé du courant résiduel, en

fonction deu” est représentée sur la méme figure.

—o—150 tr.min"
—s—225 tr.min’
—<—300 tr.min*
—=— 400 tr.min*
—<+—525 tr.min"

T T T T T T T T T T T . T T T
-1150 -1100 -1050 -1000 -950 -900 -850 -800 -750
Potentiel (m V)

Figure 111.2.4. Effet de la vitesse d’agitation. Condition: HGIQ,02M, solution
c?ntenue 70 pgtdu zinc.Ese= -1150 mV (vs. AQ/AQCI) tyep= 60 sy =20 mV
S™.

La variation linéaire de= f (u*? indique le transport de la matiére dans le
mercure, pour des vitesses d’agitation inférieune®gales a 400 tr min Puisque le
courant est limité par le transport de matiere darselution, Il y a une corrélation entre
I'intensité du pic et la vitesse d’agitation. Aukesses d’agitation plus importantes, les
points s’écartent Iégérement de la droite, ce dgnifie que le processus n'est plus
seulement gouverné par la diffusion pure mais qu’'d compétition avec un autre
phénomene limitant la cinétique du processus readl a la surface de I'électrode. La
vitesse de 400 tr mitha donc été sélectionnée comme une vitesse diagitaptimale

pour la suite du travail.

I11.2.7- C ALCUL DE VALIDATION ANALYTIQUE ET APPLICATION

Le taux de récupération a partir du matériel déreéice est de 97,75 %,
avec une réplicabilité de 3,96 % et une répétabildé 2,07 %. La limite de détection et

la limite de quantification sont respectivement 60,89 mL' et 2,87 ng mtL.
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L’exactitude mesurée par le matériel de réferemctfie est de 97,42. La linéarité de la
méthode est évaluée par le calcul du coefficientddeermination®?, les valeurs
moyennes obtenues sont supérieures a 0,999. Leimma linéarité est plus étendu,
généralement dans la gamme de concentration alar,87 1§ & 1625 pg L. La
figure ci-dessous représente un voltampérogramia¢ifrau dosage du zinc dans le

sang déminéralisé a partir des conditions qui tnbptimisées précédemment.

1200+
1000 —
800 —

600 —

Courant (nA)

400

200

T . . T . T . . T .
-1150 -1100 -1050 -1000 -950 -900 -850
Potentiel (mV)

Figure 111.2.5. Détermination du zinc dans le sang. Condition: HCOID2M,
Eacc=-1150 mV (vs. Ag/AgCl)tyep = 60 s,u= 400 tr min‘, v=20 mV s

Le tableau I1.2.1 récapitulatif des dosages dédantillons des sujets sains a
permis de situer la concentration en zinc dans #gm 4987,172-8701,501pug" L
(moyenne de 6903,542+897,108 pg) let de 4987,172-8701,501 pd' (moyenne de
6903,542+897,108 pg 1) respectivement pour les femmes et hommes, avec un

concentration moyenne de 6700,313+885,313 1g L

Tableau 11.2.1 Dosages 53 échantillons des sujets sains.

Sexe n  Moyenne +SD (ug'). 95% Confidence Intervalle (ug')

Homme 27  6903,542+897,108 6548,658+ 7258,426 49278701,501
Femme 26  6489,268+838,224 6150,298+6828,238 5008989,407
Tous 53 6700,313+885,313 6456,144+6944,482 49878702 ,501

Par ailleurs, le dosage de 53 échantillons de s$atiad) des sujets sains a
permis de situer la concentration en zinc dans dagem 4987,172 - 8701,501 pg'L

(moyenne de 6700,313 pg'L Ces résultats sont comparables a ceux trouvés da
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d'autres pays : 6597 pg'Lpour la population italienne [36], 6842 ug" Ipour la
population tchéque [38t 6399 pg ! pour la population chinoise [38].

111.2.8- CONCLUSION

La détermination des conditions optimales pourdésage du zinc par
voltampérométrie anodique inverse a impulsion difféielle, a donné les résultats
suivants :

Electrolyte support : acide perchlorigue (HG@,02M ; potentiel d’accumulation
optimum : -1150 mV ; temps d’accumulation : 60vitesse d’agitation : 400 tr mih

Nos résultats expérimentaux ont également montee lguredissolution anodique a
goutte pendante de mercure suivie par polarographielsionnelle différentielle est
suffisamment sensible pour le dosage du zinc dsstans le sang. La limite de
détection de 0,86 ng rilest meilleure que celles rapportée dans la litiéeag la fois

dans les mémes conditions (1 ng'hbu par couplage ICP-MS (3,8 ng ML[20, 39].

11.3. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LE
DOSAGE DU CUIVRE PAR VOLTAMPEROMETRIE ANODIQUE INVE RSE A
IMPULSION DIFFERENTIELLE

[11.3.1- GENERALITES SUR LE CUIVRE

Le cuivre est un élément métallique de symbole Cappartient au groupe
(IB) de la classification périodique des élémehts.cuivre est bio-disponible pour les
organismes sous le degré d’oxydation (I) ou (IQ][4 partir de sels inorganiques ou
des complexes organiques. Cet élément est pladéoisieme élément trace le plus
abondant du corps humain apres le zinc et le féf. [de cuivre est un métal de

transition donneur d’électron qui intervient da@s téactions redox et qui est nécessaire
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a la synthése de nombreuses enzymes [42]. Le ceivre dans la composition de
plusieurs enzymes impliquées dans la respirationaedéfense cellulaire, et le
fonctionnement du systeme nerveux [43]. En casatence en cuivre, de multiples
types d’anomalies apparaissent (anémie, réductola @¢roissance, problémes cardio-
vasculaires) [44]. Il stimule les défenses immureta naturelles de lI'organisme et
possede des propriétés anti-infectieuses (inditatiocas de grippe ou états grippaux)
et anti-inflammatoires [45]. La carence s'observiacipalement chez I'enfant et les
sujets sous nutrition parentérale. Elle pourrai¢ &n facteur de risque des maladies
coronariennes et de l'ostéoporose [46]. Un excadains autres oligo-éléments peut
aussi retentir sur le développement ou l'intégilitécerveau et du systéme nerveux.
C'est le cas du cuivre dans la maladie de Wils@ih, [gui est une affection héréditaire
transmise selon un mode autosomique récessif igiterd’'une surcharge tissulaire en
cuivre [48]. Une diminution de I'excés du cuivre elsservée chez les sujets traités par
les stéroides, et dans les cas de traitement g®lpar le zinc a doses élevees [49]. Ce
traitement est utilisé dans la maladie de Wils@].[A la naissance, la cuprémie est trés
basse. Elle augmente chez le nourrisson pour dteelas valeurs de l'adulte au sixieme

mois de vie [50].

[11.3.2- PRINCIPE DE LA TECHNIQUE

La voltampérométrie a redissolution consiste acpircentrer le cuivre a la
surface d’'une électrode a goutte de mercure peageartdant la phase d’accumulation
(Réactionlll.3.1), en se placant & un potentiel inférieur au paéenfoxydoréduction
du métal. Un balayage des potentiels les plus riggatrs les positifs permet ensuite de
redissoudre les métaux amalgami@égctionlll.3.2) lors du passage par leur potentiel

d’oxydoréduction.

Phase d’accumulation
Cu?* + 2™ +Hg - Cu(Hg) (Réaction.ll1.3.1)

Phase de redissolutian
Cu(Hg) - Cu®* + 2™ + Hg (Réaction.l11.3.2)
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[11.3.3- EFFET DE L’ELECTROLYTE SUPPORT

Comme pour tous les autres éléments précédemmathits le premier
parametre étudié est l'effet de la concentration I'deectrolyte support l'acide
perchlorique (HCIQ) sur la sensibilité et la reproductibilité de I@thode proposée. La
concentration de l'électrolyte support testé valge0,01M, 0,02M, 0,03M, 0,05M et
0,1M. L’intensité du pic du cuivre atteint une walenaximale quand la concentration
de l'électrolyte support est de 0,03M (Figure LB Cette concentration a été

sélectionnée comme une concentration optimale lpcurite du travail.

180 —>—0,01 M
—o—0,02 M
——0,03 M
5M
oM

~165 o
<

250

] E1s504
El

—>—20,0
—o—0,1

2004 Sias

120 o

150

Courant (nA)

100

50

Potentiel (mV)
Figure 111.3.1. Effet d’électrolyte support sur l'intensité du mlans une solution
contenant 359t Eac=-150 mV (vs. Ag/AgCl) u= 525 tr min*, v=5 mV s,
taep= 175 st;=20 ms AE = 25 mV.

Cette figure montre aussi I'effet de I'électrolygepport sur le déplacement
du potentiel du picE,. Ceci explique la sensibilité de la technique dlgse, une
variation de 18 M d'électrolyte support entraine un déplacemenpidede 5 mV. Ces

résultats montrent aussi l'intérét du choix de Ethode par ajout dosé.

[11.3.4- EFFET DU POTENTIEL D ' ACCUMULATION

Le potentiel d’accumulation est un parametre irtgrdrpour les techniques
d’analyse, et posséde une influence non négligeabie la sensibilité de la
détermination des métaux lourds. La figure lll.3rntre l'effet du potentiel de
déposition sur l'intensité du pic du cuivre dangiganme de potentiel qui varie entre -

300 a -100 mV (vs. Ag/AgCl).
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—#— -100 mV
2404 —o— -150 mV

250
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150
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100 —
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T
-300 -200 -100 0 100
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Figure 111.3.2. Effet du potentiel d’accumulation. Condition: 35u9 du cuivre
dans HCIQ 0,03M,tq¢p= 175 su = 525 tr miri, v=5mV s".

Les résultats obtenus montrent qu’il y a une audai®n significative de
l'intensité du pic quand le potentiel est balaypude les potentiels les plus négatifs. Le
courant atteint le maximum a -200 et -150 mV (vg/AgCl). Grace a la symétrie du
pic, le potentiel de (-150 mV vs. Ag/AgCl) a étéoidh comme potentiel de dépbt dans

la suite du travail.

[11.3.5- EFFET DU TEMPS D' ACCUMULATION

L’effet du temps de dépbt sur les courants d’a@tigoh du cuivre a été étudié
en imposant le potentiel cité précédemment (figlik&.3). Nous observons, une
augmentation de lintensité du pic en fonction @dmentation du temps de dépot
indiquant une augmentation de la concentrationidies a la surface de I'électrode.
Nous remarquons que les courants sont proportisraaeltemps d’accumulation pour
les faibles valeurs. En revanche, nous observorgzart a la linéarité au fur et a mesure

gue les temps augmentent, et on assiste a unémam@n consistante des courants.

] e —o>— 25
250 — —— 75
—>>—125
—o— 175
——210

wonnn

200 A

150 A

Courant (nA)

100 A

50

S S —g

-150 -100 -50 0 50 100 150
Potentiel (m V)

Figure 111.3.3. Variations des courants de pics pour differentsipe de
d’accumulation. Condition: 35ug’Ldu cuivre dans HCI90,03M, Exc=-150 mV
(vs. Ag/AgCl),u= 525 tr min*, v=5mV s
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L’hypothése la plus plausible est la diffusion des éléments dans le
mercure quand I'étape d’électrodéposition est prgée. Afin d’éviter ce risque, il est
souhaitable de ne pas opter pour des temps d’adatiamulongs ; a cet égard, le temps

de pré-concentration de 175 s a été employé paeste du travail.

[11.3.6- EFFET DE LA VITESSE D’ AGITATION

La figure 111.4.4 montre que la relation entre Viesse d’agitation et
I'intensité résultante de la réoxydation du cuiwst lin€aire. Il convient donc de
travailler a une vitesse constante durant toutepBeence pour obtenir des résultats

reproductibles.

—<— 225 tr.min*
—>—300 tr.min*
—o— 400 tr.min*
—o—525 tr.min*
—— 650 tr.min*

275

250
250 2
1 < 225
200 § 2°°7]

175+

150

Courant (nA)

100

50

Potentiel (mV)

Figure 111.3.4. Effet de la vitesse d’agitation. Condition: 35p§ dlu cuivre dans
HCIO,4 0,03M,Eac=-150 mV (vs. Ag/AgCl) tagp= 175 sy =5 mV st

L'effet de I'agitation sur la hauteur du pic duivce a été examiné dans la
gamme qui varie entre 225 tr rifi@ 650 tr.miff. Dans ce cas, la vitesse d’agitation de

525 tr miri* a été choisie pour la suite du travail.

[11.3.7- CALCUL DE VALIDATION ANALYTIQUE ET APPLICATION

La limite de détection instrumentale est de 1,§2mL™". Pour I'exactitude
mesurée par le matériel de référence certifié,lmeve des coefficients de variation de
I'ordre de 96,69 et 105,45 respectivement pouiteau 1 et 3. Le taux de récupération
du matériel de référence pour les deux niveauxesgtectivement 96,65 % @8,72%
avec une précision de 4,29 % et de 6,59 % respectnt. La linéarité de la méthode

est évaluée par le calcul du coefficient de régpas®’, les valeurs moyennes obtenues
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sont supérieures a 0,999. Le domaine de linéasitplas étendu, généralement dans la
gamme de concentration allant de 5,40 401015 pg L.
Le tableau ci-dessous récapitule tous les pringigewametres obtenus par le calcul de

validation analytique.

Tableau 111.3.1 Parametres obtenus par le calcul de validatiotytaae.

Matériel Moyenne = SD (ugl) Intervalle Exactitude Précision Récupération

Certifier Mesuré acceptable
Niveaul 564154  545,3+6,2 531-597 96,69 4,29 96,65
Niveau 3 1740+151 1834+159  1438-2042 105,45 6,59 , 7208

La figure ci-dessous représente un voltampérogmmatatif au dosage du
cuivre dans le sang déminéralisé a partir des tondi qui ont été optimisées

précédemment.
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Figure 111.3.5. Détermination du cuivre dans le sang. Conditioni®®,03M,
Eacc=-150 mV (vs. Ag/AgCI) taep= 175 su = 525 tr min', v="5 mV s'.

Nous avons ainsi jugé nécessaire de tester lésrp@mnces de la méthode
développée dans le sang. Pour cela, nous avongigngéde polarogramme des ajouts
dosés dans les conditions optimisées auparavaist,des quantités connues du cuivre
ont été ajoutées a ces échantillons. Le dosage8décHantillons des sujets sains a
permis de situer la concentration en cuivre danmdage 399,168 & 1541,099 ug L
(moyenne de 971,137 + 238,685 Q) LLes valeurs de cuivre pour les femmes et les

hommes sont représentés aussi dans le tablea@.lll.3
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Tableau 111.3.2 récapitulatif des résultats obtenus pour 48 édiarg de sujets sains.

Sexe n Moyenne+SD (ug'l  95% Confidence Intervalle (ug'L

Femme 24 990,225 + 262,876 879,223 -1101,229  889,1541,099
Homme 24 952,049 + 215,757 860,943 - 1043,155  £88,3374,078
Tous 48 971,137 + 238,685 901,831 - 1040,443  389,16:41,099

Les résultats obtenus montrent que les concemtgatile cuivre chez les
femmes sont plus élevées que chez les hommes,jpeofent a cause de leur systeme
hormonal [51]. Ces résultats montre également quaux de cuivre dans la ville de
Tlemcen est dans les normes entre 800 et 140 [32]. Le tableau I11.3.3 représente
la concentration du cuivre des sujets sains dejgeslpays.

Tableau 111.3.3 Le taux de cuivre dans quelque pays.

Pays Nombres Intervalle moyenney (L™ Références
Espagne 82 1070 [20]
Chine 120 (Femme) 1081 [38]
Brésil 253 920 [39]
Italie 215 1036 [52]
Allemagne 130 1020 [53]
Suéde 372 950 [54]

Ce travail 48 971 -

La quantité moyenne du cuivre calculée par cetiéhate est de 971 pg'L
pour l'analyse de 48 échantillons. Ces résultatg sinilaires a ceux rapportés dans
d'autre pays et montrent que notre population ésgmte ni de carence ni d’exces de
cuivre. Signalons toutefois que la valeur maximapportée en Chine correspond a
l'analyse de 120 échantillons de la population @bk féminine. Cet écart peut étre
expliqgué par le fait que le taux du cuivre chezfeEsames est plus élevé que chez les

hommes comme on I'a montré précédemment.

111.3.8- CONCLUSION

Nos résultats expérimentaux ont montré que lassetlition anodique a une

électrode a goutte pendante de mercure suivie péarqgraphie impulsionnelle
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différentielle est suffisamment sensible pour Isate du cuivre dissous dans le sang.
La limite de détection obtenue dans ces conditiby@&2 ng mL*, est meilleure que celle
rapportée dans la littérature, dans les mémes tonsli(2 ng mL%). Elle est par contre

moins bonne que celle obtenue par ICP-MS (0,09 bg)r0, 39].

l1.4. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LE
DOSAGE DU SELENIUM PAR VOLTAMPEROMETRIE CATHODIQUE
INVERSE A IMPULSION DIFFERENTIELLE

[11.4.1- GENERALITES SUR LE SELENIUM

Le sélénium de masse atomique 79 est un métallbide les propriétés
physicochimiques sont proches de celles du soufesélénium inorganique posséde
six isotopes stables et quatre états d’oxydatidsSe, HSe S& appelés séléniure (-I1),
Se appelé sélénium élémentaire (0)Sey, HSeQ, SeQ” appelé sélénite (+1V) et
H,SeQ, HSeQ’, SeQ* appelé séléniate (+VI). Les formes les plus comesutes eaux
de surface en conditions oxydantes a modérémendaotgs et des sols vont étre
sélénite Seg (+IV) et séléniate SeP (+VI). Le sélénium est une molécule
ambivalente car sa présence en faible concentrasbrindispensable a la vie pour
'hnomme, les animaux, les végétaux et les micraonigmes. En cas de carence ou
d’exces, il entraine de sérieux troubles biolog&jee écologiques. Les concentrations
limites en tant qu’élément essentiel et en tanélément toxique sont trés proches. Le
sélénium est nécessaire a de nombreuses enzymegpargoulier la glutathion
peroxydase qui protége contre I'agression desaaxliibres capables d'endommager
les membranes cellulaires et le noyau, favorisantancérisation et le vieillissement
[55]. Deux organes sont riches en sélénium : le &ile rein. Le rein, principal lieu de
synthése de la glutathion peroxydase plasmaflfile a la plus haute teneur en
sélénium par unité de poids. Le réle du séléniuparala suite été intensément étudié
chez les mammiferes et en particulier chez 'lhomBans les années 1960-70, des
carences en sélénium ont été associées a desquisograves comme des maladies

cardiaques (maladie de Keshan), 'infertilité mdiseuet des myopathies [57]. Dans les
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années 1980-90, de nombreux travaux ont montr&eguélément joue un rdle dans les
fonctions immunitaires, la suppression virale, [éD/A et le retardement du
vieillissement cellulaire [58]. Il a été démontréiegle sélénium pouvait étre un
inhibiteur potentiel de la réplication du virus VIHl vitro[59]. Des travaux plus récents
'ont qualifié d’agent préventif contre une cinqtaine de maladies dont certaines
formes de cancer [60]. Leurs teneurs en séléniunentatoutefois en fonction de la
disponibilité et de I'abondance de l'oligo-élémetdns I'environnement d’origine.
Ainsi dans des zones géographigues pauvres enwgél@omme dans I'est de la Chine,
des apports séléniés supplémentaires sont fowRip@pulations locales sous la forme
de compléments alimentaires [61]. Le sélénium d@itre précisément dosé pour éviter
un effet toxique a trop forte dose. Le choix delése minimale, et surtout les formes
sous lesquelles le sélénium est apportée, sorissijeontroverse jusqu’a remettre en
cause lutilisation de compléments alimentairesériés a buts préventif ou

thérapeutique [62].

111.4.2- PRINCIPE DE LA TECHNIQUE

Nous avons pratiqué de la DPCSV (Differential Butathodic Stripping
Voltammetry), qui, a la difféerence de la DPASV, pet de mesurer une réduction. La
surface de I'électrode a goutte de mercure est rarsecontact avec une solution
contenant du cuivre (ll) et du sélénium car d'urinpale vue électrochimique, le
sélénium seul ne peut se déposer directement&ectfode de mercure. Lors de I'étape
d’accumulation, un potentiel négatif est applique guivre (Il) est alors réduit et forme
un amalgame avec le mercure de I'électro&agtionlll.4.1); L'amalgame est
homogénéisé et il y a formation d’'un composé inéatligueCw,Se(Hg)dans la goutte
de mercureRéactionlll.4.2). Enfin, lors de la redissolution, le sélénium dumposeée
intermétallique est reduit en Se (-IR4actionlll.4.3). Le pic de sélénium apparait alors
vers -620 mV. Les réactions des étapes d’accuroulagit de redissolution sont
représentées par les équations ci-dessous [63] :

Phase d’accumulation :
Cu?* +Hg+ 2~ - Cu(Hg) (Réaction.l11.4.1)

2Cu(Hg)+H,SeQ + 4e” +4H* _ Cu,SdHg)+3H,0 (Réaction.ll1.4.2)
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Phase de redissolutian
Cu,S¢Hg)+ 2 +2H" _ H,Se+2Cu(Hg) (Réaction.lI1.4.3)

[11.4.3- EFFET DE L'ELECTROLYTE SUPPORT

Avant de déterminer l'effet de [I'électrolyte sapp sur le taux de
récupération du sélénium, nous avons procédé, arenmde la méthode des ajouts
dosés, au tracé de voltampérogrammes (figure 1)l.dle 2 groupes de solutions
contenant ou pas du cuivre (groupes A et S resgectnt). Les résultats obtenus

montrent clairement I'effet du cuivre sur la liné&ides réponses obtenues.

-300 H

-250 H

-200 H

150 o Groupe (S)¢4

Courant (nA)

-100 H

-50 —

T T
-300 -400 -500 -600 -700 -800
Potentiel (m V)

Figure 111.4.1. Effet du cuivre sur séléniunka.=-325 mV (vs. Ag/AgCl),u =
400 tr miri*, v= 20 mV §, tgep = 300 $£,=20 msAE = -50 mV.

Nous avons procédé ensuite a la déterminatiotieffet de I'électrolyte
support sur le taux de récupération du séléniumr Bela, le volume de la solution a
doser, fixé a 50uL, a été prélevé de solutions dstah de sélénium, dont la
concentration varie de 20 & 150 pg. IL'électrolyte support, quant & lui, a été obtenu
par ajout, a 10 mL d’eau ultra pure, de 100uL detsms de différentes concentrations
en cuivre (de 50 & 200 pg mMLpréparées dans I'acide chlorhydrique HCI 0,3Ms Le

taux de récupération de sélénium obtenus, somupés dans le tableau suivant.

Tableau IIl.4.1 Pourcentage de récupération du sélénium variantecdration du
cuivre.

Selénium,g 1Y

Cuivre (IJ.g L_]_) 20 50 100 150
500 98,79 101,51 102,45 96,04
1000 101,15 98,29 100,63 97,92
1500 99,07 102,91 101,02 102,98
2000 102,03 99,63 99,51 101,10
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Les résultats obtenus montrent que le taux depggation du sélénium est
presque total (valeurs tres voisines de 100 %)sDanedissolution cathodique, il n'y
donc pas d'interférences entre le cuivre et lens@hd, le cuivre permet en outre
d’augmenter la sensibilité du pic du sélénium aips d’obtenir une meilleure linéarité.
La concentration de Cu (ll) a été fixée, par laesud 200pg mt (dans I'acide HCI
0,3M), cette valeur optimale nous a en effet dolandneilleure reproductibilité et une
bonne linéarité. La présence d’ions chlorure daiedtrolyte support permet
d’augmenter la part de composeé intermétallique Ged@posé a la surface de
I'électrode [63], certainement par stabilisation@u(l) aprés formation d’'un complexe
avec les ions chlorure [64]. C’est la raison poanuelle I'HCI est l'acide le plus
couramment utilisé pour la détermination du SeggHy polarographie a redissolution

cathodique.

[11.4.4- EFFET DU POTENTIEL D "ACCUMULATION

Le potentiel d’accumulation, correspond a unewatk potentiel a laquelle
on peut réduire le ou les cations a analyser. $mixcest fonction de la nature de
I'élément a doser et du milieu électrolytique. féefdu potentiel d’accumulation sur
I'intensité du pic de sélénium a été examiné dargamme de potentiel qui varie entre -
300 et -400 mV (vs. Ag/AgCI). La figure 111.4.2 miva que lintensité, atteint une
valeur maximale & un potentiel d’accumulation d&s-&V (vs. Ag/AgCl). Ce potentiel

sera donc fixé a cette valeur par la suite.

-80

-70

Courant (nA)

-60 —

-50 —

. T .
-300 -325 -350 -375 -400
Potentiel (mV)

Figure 111.4.2. Effet du potentiel d’accumulation. Conditiam= 400 tr min*, v =
20 mV s', tqep= 300 s.
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[11.4.5- EFFET DU TEMPS D' ACCUMULATION

Le temps de dépbt est un facteur déterminant dass analyses
polarographiques par redissolution cathodique tamomditionne la sensibilité et la
limite de détection de la méthode [63]. De nombesustudes ont permis de mettre en
évidence l'augmentation de lintensité du pic avectemps de dépbt jusqu’a un
maximum au-dela duquel la diminution de I'intengité pic peut étre expliquée par des
modifications dans la stoechiométrie du composénmétallique CuSe déposé a la
surface de I'électrode [64] ou par une saturatier’é@ectrode [65]. L'optimisation de
ce temps de dépb6t dépend également de la conéemteat Cu(ll) dans I'électrolyte
support [63]. La figure 1l1.3.3 représente les aolpérogrammes obtenus apres des

temps dépbt de 120, 180, 240, 300 et 360 s.

-80 - 701
5o

.50 -

Courant (nA)

-60 H

-40 -

Courant (nA)

—o—120 s
—>—180 s
—<—240 s
—>—300 s
——360 s

-20

’ T b0 o0 o0 oo oo
Potentiel (mV)

Figure 111.4.3. Variations des courants de pics pour differentsnpe
d’accumulation. ConditionEac=-325 mV (vs. Ag/AgCl),u = 400 tr mirf', v = 20

mV s,

La figure ci-dessus montre que l'intensité du algiu sélénium augmente
progressivement avec le temps d’accumulation. Neasrquons d’autre part, que les
sommets des pics se déplacent vers les valeursivesgdu potentiel. La hauteur du pic
augmente également considérablement avec le tempembt et diminue a partir de
300s. Ce temps a donc été considéré comme tempdepit optimum pour les

prochaines analyses.

[1l.4.6- EFFET DE LA VITESSE D’ AGITATION
L’agitation se fait & une vitesse constante penttatemps d’accumulation

pour favoriser le transport d’'analyte au niveau I'd&ectrode de travail. La durée

-89 -



Chapitre 1l : Détermination de quelques é éments trace par la voltampérométrie a redissolution

d’agitation est fonction de la durée d’accumulati@mar les deux processus sont
généralement simultanés. Expérimentalement, noassagonstaté (figure 111.4.4) que
I'intensité du pic du sélénium augmente considé@mleint en augmentant la vitesse
d’agitation de 150 & 400 tr mih Cette intensité diminue & partir de 525 tr thi@'est la
raison pour laquelle nous avons choisi la valeur40® tr min' comme vitesse

d’agitation optimale.

_704

-80 4

urant (A)

260

Co

-60

250

Courant (nA)

-40 H Vitesse agitation u'*(tr.min 1)'?

—o— 150 tr.min’
—o—225 tr.min’
. ; —<—300 tr.min’
e —— ——400 tr.min’
- —o—525 tr.min’

-20 4

T T T T T T T T
-300 -400 -500 -600 -700 -800

Potentiel (mV)

Figure 111.4.4. Effet de la vitesse d’agitation. ConditioE;.—=-325 mV (vs.
Ag/AgCl), v=20 mV &, tge,= 300 s.

I11.4.7- CALCUL DE VALIDATION ANALYTIQUE ET APPLICATION

La réplicabilité est de 1,62 % (sur le méme édhantqui a été dosé
pendant 10 jours) et la répétabilité est de 0,8@eméme jour, en un court temps
‘n=10"). Les limites de détection et de quantifioatde la méthode sont de 29 ng L
et de 97,5 ng mtrespectivement. Ces limites ont été calculées @r piar trois fois la
valeur de I'écart-type des concentrations de gikaats. La limite de détection obtenue
dans ces conditions est plus faible que celle algtggarM. A. Morenoet al [20] dans
les mémes conditions (50 ng ML La gamme de linéarité s'étend de la limite de
quantification jusqu’a la derniére concentratiojedtée (0,0975 a 3,25 L") avant
'observation du phénoméne de saturation. L'exadét mesurée par du matériel de
référence certifié est de 98,01 % (n=06). La vatautifiee du sélénium est de 79,8 ug
L™ avec une gamme de valeurs acceptables situées7ddret 85,2 pg . Le taux de
récupération calculé a partir du matériel de réféeeest quant a lui de 97,17 %. La
figure 111.3.5 représente un voltampérogramme relatif au dosageétinium dans le

sang minéralisé a partir des conditions qui ont cépémisées précédemment. La
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variation de l'intensité du pic de redissolutiothcaique du sélénium en fonction de la
concentration en sélénium ajouté a permis de déterna concentration de sélénium

dans I'échantillon. Cette concentration est égaJ&25 pg L.

-250

-200

-150

-100

Courant (nA)

-50

0 T T T T T T T T T T T
-300 -400 -500 -600 -700 -800

Potentiel (m V)
Figure 111.4.5. Détermination du sélénium dans le sang. Conditign=-325 mV
(vs. Ag/AgCl),u = 400 tr mii*, v= 20 mV §', tgep= 300 s.

La teneur du sélénium dans le corps humain eglitéient liée a
'alimentation et donc, d'origine géographique. Barda population générale,
I'absorption se fera principalement par voie diyestLe dosage de sélénium dans le
sang total de la ville de Tlemcen (n=300) a pemeisituer leurs concentrations dans la

marge 30,881-144,040 pg'l(moyenne de 85,65 pg').[66].
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CONCLUSION CHAPITRE 11l

La détermination d’éléments traces dans I'enviesnent est complexe en
raison de leurs nombreuses interactions dans Id&radits compartiments
environnementaux. Leur faible concentration danglugart des échantillons d’intérét,
conditionne le type de méthode analytique qui étie sélectionnée avec soin sans
négliger toutes les étapes précédant la détermmadiinsi le choix de la technique
analytique est conditionné par plusieurs factelasggquantité d'échantillon disponible, la
concentration d'élément a doser, I'état physiquéédbantillon, I'aptitude d'analyse de
la méthode et l'aspect économique et temporel péaiiser I'analyse et traiter les
données.

Ce chapitre a été consacré a I'optimisation deslitons de dosage dans le
sang des éléments traces Zn, Cd, Pb, Se et Cwltampérométrie d'électrode a goutte
de mercure inverse anodique (Zn, Cd, Pb et Cu)a#todique (Se) a impulsion
différentielle. Pour cela, nous avons étudié liethce, sur le courant de redissolution de
ces éléments, de différents parametres tels quecti@yte support, le potentiel
d'accumulation, le temps de dépét et la vitessgitd@on de la solution. Des calculs
statistiques de validation analytique ont été ¢fiés a la fin de chaque dosage afin de
valider les méthodes d’analyse utilisées.

Les résultats expérimentaux et ceux obtenus paraleul de validation
analytique, nous permettent de conclure que laargierométrie a redissolution
différentielled'impulsion cathodique et/ou anodique est tresilsiengour le dosage des
éléments Zn, Cd - Pb, Se et Cu dans le sang. Et &f§ limites de détection obtenues
sont meilleures que celle rapportées dans laditiée dans les méme conditions. La
DPSV présente également I'avantage d’étre peu nséreomparée a d’autres méthodes
d’analyses telles que I'ICP-MS. Elle est de sutcnpiécise et sélective, d'ou I'intérét
de son utilisation pour la spéciation des élémérases. Un autre avantage est sa
spécificité, il est en effet possible d’effectueimsltanément des mesures de

concentration de plusieurs métaux a partir de lenengolution.
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CHAPITRE IV : DETERMINATION DU CUIVRE PAR LA
VOLTAMPEROMETRIE A REDISSOLUTION
DU COMPOSE ADSORBE

INTRODUCTION

Le travail du chimiste-analyste constitue la bdeeces évaluations. Cette
mission I'a amené a développer des méthodes dsmalyécifiques et a rendre leurs
instruments de mesure toujours plus performants axeobjectif a la clef : accroitre la
diversité des substances détectables mais aussoendes limites de détection pour
déceler traces et ultra-traces dans I'échantillendéfinition de la limite de détection
est importante car elle permet de connaitre latiomae ligand dans lequel peut étre
utilisé. De fagon générale, on pourrait la déftmmme étant la plus petite valeur de
mesure détectable qui génére un signal électrigianélioration de la limite de
détection d'une méthode d'analyse se fait par leixclde la technigque soit
électrochimique, spectroscopique ou autre.

Dans cet étude, nous nous sommes intéresséesem®r une méthode
électro-analytique basée sur une électrode de meetout en modifiant la nature du
ligand ajouté afin de rendre cette méthode plusibkn Cette nouvelle méthode est non
seulement plus précise et plus fiable pour les édatraces et ultra-traces mais elle est
également plus rapide. Cette méthode électro-agagytrepose sur une accumulation
d'un complexe de I'élément avec un ligand spéafigur une électrode a goutte de
mercure, suivie par la réduction électrochimiquel'dEment ou du ligand dans le
complexe [1]. Aprés avoir étudié quelques paramseqe peuvent influencer la nature
du complexe formé, tels que le potentiel et le ®ndaccumulation suivi par un
balayage de potentiel, un changement de courawctrigiée est induit lorsque le
complexe est oxydé (et/ou réduit) par réactiontédebimique. Cette technique est
appelée la polarographie a redissolution de compdsérbé a impulsion différentielle.
Dans cette technique, I'étape de préconcentratmrespond a l'accumulation par
adsorption de complexes a la surface de I'électdedmercure. Cette étape est suivie

d'une mesure des substances adsorbées par I'tippli@n réduction ou en oxydation

-08-



Chapitre |V : Détermination du cuivre par |a voltampérométrie a redissol ution du composé adsorbé

selon ['électroactivité des espéces adsorbées,e dieahnique polarographique.
L'adsorption s'effectue a potentiel imposé qui dépde la charge de I'espece adsorbée
et de la valeur du potentiel de charge nulle dedtéode de mercure dans I'électrolyte
considéré. Ainsi, pour les espéces neutres, legimin d'un potentiel proche du
potentiel de charge nulle est plus favorable p@acumulation. Dans certains cas, la
molécule complexante du métal peut étre préalabieradsorbée sur la surface du
mercure avant d'accumuler le métal a la surfacéétextrode par complexationes
méthodes voltampérométriques a redissolution afemesation d'un composé adsorbé
different dans le processus de formation du congpkixde mécanisme d'accumulation.
Les mécanismes de formation du complexe entrelytnet le ligand sur I'électrode de

travail sont présentés par le trois étapes suigante

1. Formation d'un complexe dans la solution :
Dans le processus le plus simple, l'anaNt¥ forme un complexe adsorbable avec le
ligand L dans la solution. Le complexe ainsi fora'gdsorbe ensuite sur la surface de

I'électrode de travail selon les réactions suiv&nte

Mn+ + nL(Sol) S MLn+

n (Sol)
ML+ S
n (Sol) n (Ads)

2. Formation de complexes apres adsorption de I'agmsnplexant:
L'agent complexant est adsorbé sur I'électrode, gie la formation d'un complexe

prenne place sur la surface de I'électrode.

Loy S nlags)

M“++nL(AdS) s MLrIll+(Ads)

3. Formation de complexes aprés conversion électraghe de I'analyte:
Si M"* ne forme pas un composé tensio-actif avec l'agemplexant, I'analyte sera
électrochimiquement réduit ou oxydé et transfore@ein état d'oxydation adapté pour
la formation d'un complexe. Le processus se dérdames la solution ou sur la surface
de I'électrode selon les réactions suivantes :

M™ tme s MOm*

M®E™W* + (0 + m)Lsorouads) S MOE™* Linimycaas)
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IV.1. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES DU DOSAGE DU CUIVRE
EN PRESENCE DHYDRAZIDE DE BENZENE SULFONYLE PAR
VOLTAMPEROMETRIE A REDISSOLUTION
A IMPULSION DIFFERENTIELLE

IV.1.1- INTRODUCTION

Le principe des capteurs électrochimiques reposdasisorption du ligand
sur I'électrode de travail. La réponse électrochirai a I'addition d'un substrat est
transformée en un signal électrigue amplifié etngjfiable. La voltampérométrie a
redissolution apres adsorption d'un composé est omhode tres sensible.
L'augmentation de la sensibilité de cette méthodpedd de deux principaux
parametres, la technique choisie (voltampéromeétrienpulsion différentielle) et la
nature du composé adsorbé (ligand). Ce derniesoestitué d'un site de complexation,
dont les caractéristiques structurales et phydiimiques doivent permettre de
complexer sélectivement le substrat, ainsi quealumté signalétique qui permettra de
mettre en évidence, grace a l'apparition d'un $gmecifique, la formation du complexe
analyte-récepteur.

Parmi de nombreux ligands testés, I'nydrazideesiz&ne sulfonyle (HBS) a
donné une meilleure réponse avec le cuivre. Cexdhoiigand nous a permis de faire
une optimisation de différents parametres chimigeesélectrochimiques, afin de
déterminer les conditions optimales de déterminatio cuivre. Ce travail est couronné
par une application sur gquelques échantillons dey s#e sujets sains. La fonction
sulfonyle hydrazine est constituée de I'enchainémd@m groupement RSQOet d’'une
hydrazine substituée ou non. Les sulfonyle hydessont généralement synthétisées a
partir d’un chlorure de sulfonyle et de I'hydraziee présence ou non de base. Les
sulfonyle hydrazines se distinguent des sulfonyerézides par la présence d’'un

groupement carbonyle sur 'atome d’azote.

o

S——NH——NH,

O]

Figure IV.1.1. Structure de I'hydrazide de benzéne sulfonyle.
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Les composés contenant le groupement sulfonylealyte suscitent de
plus en plus d'intérét pharmaceutique et chimiddlen cété, de nombreux composés
contenant un groupe sulfonamide ou un résidu gdriédzine ou leur combinaison dans
une molécule, présentent une activité cytostatajuntibactérienne [2]. De l'autre coté,
les résines avec le groupement RSBNH, sont employés comme piégeurs de
carbonyle [3] ou dans les réactions de I'état eghour une capture efficace des groupes

cétoniques [4].

IV.1.2- APPROCHES PRELIMINAIRES

Des expériences préliminaires ont été réaliséas dfidentifier les
principaux parametres qui caractérisent le compwitd du complexe Cu (ll) et
I'nydrazide de benzéne sulfonyle sur I'électrodguadtte de mercure. La figure 1V.1.2
montre le polarogramme a redissolution a impulsidiferentielles du systeme Cu-
HBS dans 0,03 M d'acide perchlorique (HQICapres accumulation a -350 mV/(vs.
Ag/AgCl) pendant 50 s sur une HMDE. La courbe @aij, correspond a une solution a
blanc (ligand sans les ions métalliques du cuill)¢ dans HCIQ 0,03 M ne présente
pas de pic dans cette gamme de potentiel. La couyli)e représente le
voltampérogramme d'une solution contenant 75 ng' mé cuivre et en I'absence du
ligand dans des conditions similaires. La courb& ¢orrespond a la solution
d'échantillon contenant les ions métalliques Cuétl)e ligand HBS au potentiel -475
mV (vs. Ag/AgCI) qui correspond a la réduction de @) avec I'hydrazide de benzéne
sulfonyle dans HCI®0,03 M (Fig. IV.1.1).

Le mécanisme possible de I'accumulation des médeukansition et de
I'nydrazide sulfonyle, via la capacité de formatiuan complexe, ont été donnés par A.
lenco et al [5]. Ce ligand favorise le processumdsbtrption de différents groupes
fonctionnels, il peut donc étre coordonné avem l'auivre grace a un donneur de
groupes (-NH) [6]. Afin d'obtenir la meilleure sensibilité palsle dans la détermination
du cuivre, l'influence de différents parametres tple l'effet de I'électrolyte support, la

concentration du ligand, le potentiel appliquételmps de dépot et la vitesse d'agitation

et de balayage a été étudiée.
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Figure IV.1.2. Voltampérogramme a redissolution d'adsorption dithee, (a) :
Electrolyte support HCIQ(Ligand HBS sans ions de cuivre); (b): lons dev@i
(75 ng mLY) sans ligand; (c): lons cuivre (75 ng MLavec ligand (HBS);
Conditions: HCIQ 0,03 M, HBS : 7,5x18 M; temps d'accumulation, 50 s;
potentiel d'accumulation, -350 mV (vs. Ag/AgCl);ts§se de balayage 50 mV.s

IV.1.3- CHOIX DE L'ELECTRODE DE TRAVAIL

Le principe de cette technique repose sur l'adisormiu complexe formé
par le ligand et le métal libre sur I'électrodessbinfluence d'un potentiel électrique de
dépdt, puis la redissolution du composé adsorhiée peocédure a une relation aussi
avec la nature d'électrode de travail. Cette @detjoue un role tres important dans la
sensibilité¢ de la méthode. Les électrodes qui do@ttéstées dans ce travail sont de
différents types : goutte pendante de mercurefréle tournante (or, platine, carbone
vitreux et graphite).La figure IV.1.3 représente les résultats sur |é&&eréntes
électrodes utilisées pour la détection du cuivrepeéisence du benzéne sulfonyle
hydrazide.

Par ailleurs, une meilleure adsorption de l'amabdr I'électrode de travail
dépend essentiellement de la stabilité et de ladetibilité de la surface de I'électrode
[7]. Les caractéristiques de I'électrode de mercepeésentent un avantage par rapport
aux autres électrodes solides. Parmi ses nombreantages, la formation des gouttes
par écoulement dans un capillaire est trés reptidect la surface de I'électrode est
constamment renouvelée. Les résultats obtenus emirque I'électrode de mercure a

goutte pendante donne une meilleure sensibilitdepiautres électrodes.

-102-



Chapitre |V : Détermination du cuivre par |a voltampérométrie a redissol ution du composé adsorbé
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Figure IV.1.3. Effet de I'électrode de travail sur l'intensité mla du cuivre (I1).

Conditions: HCIQ 0,03 M, Cu (Il): 75 ng mL, HBS : 7,5x10 M, temps

d'accumulation 50 s, potentiel d'accumulation -880 (vs. Ag/AgCl), Vitesse de
balayage 50 mV'§

IV-1.4-EFFET DE L'ELECTROLYTE SUPPORT

L'effet du milieu a un réle trés important surskensibilité de la méthode.
Une série d'électrolytes supports (nitrate de goias hydroxyde de sodium, acétate de
sodium et de potassium, acide perchlorique, aciigue et acide chlorhydrique) ont
été testés en présence de 7,5%M de ligand et 75 ng mbtde cuivre, le temps
d'accumulation étant de 50 s. Les résultats obtemustrent que I'acide perchlorique
donne la meilleure réponse de signal. Ce résutiatarde avec celui de nombreux
travaux qui utilisent l'acide perchlorique avec ugé&ctrode HMDE pour la
détermination des éléments traces [8-10]. L'infbgerde [I'électrolyte support sur
I'intensité du courant de redissolution, aprés gdsm cathodique, du cuivre a été
étudiée dans la gamme de concentrations de 0,01l aM0 Les résultats obtenus
montrent qu'avec l'augmentation de la concentratien|'électrolyte support vers
environ 0,03 M, l'intensité du pic du cuivre augteepuis diminue aprés cette valeur
(Figure IV.1.4). La concentration de 0,03 M a da@té choisie pour la suite de ce

travail.
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Figure 1V.1.4. Effet de I'électrolyte support sur l'intensité da. gConditions: Cu
(I): 75 ng mLY, HBS : 7,5x10 M, temps d'accumulation 50 s, potentiel
d'accumulation -350 mV (vs. Ag/AgCl), Vitesse déalyage 50 mV S,

IV-1.5-EFFET DU POTENTIEL D'’ACCUMULATION

Le potentiel d'accumulation est un paramétre ingmbrpour les techniques
électrochimiques. Le choix de ce potentiel a urftuémce sur la sensibilité de la
détermination du cuivre. L'effet du potentiel damwlation sur le courant de la
redissolution du complexe (Cu (ll)-HBS) adsorbété@ éxaminé dans la gamme de

potentiel de -250 a -450 mV (vs. Ag/AgCl).

-350

-300 —

-250

Courant (nA)

-200

T T T T T
-250 -300 -350 -400 -450
Potentiel (m V)

Figure IV.1.5. Effet de potentiel d'accumulation sur l'intensitepic. Conditions:
HCIlO4 0,03 M, Cu (I): 75 ng mt:, HBS : 7,5x10 M, temps d'accumulation 50
s, Vitesse de balayage 50 mV. s

Les résultats obtenus qui sont présentés darigueefci-dessus montrent
gue le courant augmente avec l'augmentation dunpelterers les valeurs cathodiques
variant de -250 jusqu'a -350 mV (vs. Ag/AgCl). Apreette valeur de potentiel, le

courant diminue a cause de la réduction du comgdereant |'étape d'adsorption.
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IV-1.6- EFFET DU TEMPS DE PRECONCENTRATION

La voltampérométrie par adsorption inverse a imipual différentielle
montre une corrélation entre l'intensité du pic lettemps d'accumulation a une
concentration de 75 ng ritlen cuivre et 7,5xI9M en hydrazide de benzéne sulfonyle
dans la gamme comprise entre 20 s et 70 s. LeHaidsabtenus sont présentés sur la
figure 1V.1.6. Nous observons, une augmentatiofideensité du pic en fonction de
'augmentation du temps d'accumulation entre 280et indiquant une augmentation de
la concentration des ions cuivre (ll) a la surfded'électrode. Aprés cette valeur de 50
s, lI'adsorption du cuivre (1)-HBS sur I'électrodininue a cause de la saturation de la
goutte de mercure [11]. Le temps d'accumulatiorb@e a donc été employé pour le

reste du travail.

-340 H

-320 H

Courant (nA)

-300 H

-280 H

T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70
Temps d'accumulation (s

Figure 1V.1.6. Effet du temps d'accumulation sur le signal duvmui(ll).
Conditions: HCIQ 0,03 M, Cu (ll): 75 ng mt, HBS : 7,5x1G M, potentiel
d'accumulation -350 mV (vs. Ag/AgCl), Vitesse déalyage 50 mV S

IV-1.7-EFFET DE LA VITESSE D'AGITATION

L'effet de lagitation est un parametre importains les méthodes
électroanalytiques. Elle permet de réduire la ceubd diffusion autour de la goutte de
mercure et entretient cette proportionnalité. Qmupetre facilite également le transport
de masse vers I'électrode et permet d’homogéni@isaslution. La figure ci dessous

représente l'effet de la vitesse d'agitation getieagtudié pour les valeurs suivantes: 150,

225, 300, 400, 525 and 650 tr min
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Figure IV.1.7. Influence de la vitesse d'agitation sur l'intensiti pic de cuivre
(I1). Conditions: HCIQ 0,03 M, Cu (ll): 75 ng mt;, HBS : 7,5x10 M, temps
d'accumulation 50 s, potentiel d'accumulation -880(vs. Ag/AgCl).

Les résultats obtenus montrent que lintensitéidudu cuivre augmente
avec la vitesse d'agitation d'une facon linéaird 8@ & 400 tr min puis elle diminue
aprés cette valeur. La vitesse de 400 trhardonc été choisie comme optimum parmi

les autres vitesses.

IV-1.8-EFFET DE LA VITESSE DE BALAYAGE

L’étude a été étendue a d'autres parametres ayamtinfluence sur la
propriété catalytigue du HBS sur l'intensité duvosi(ll), notamment la vitesse de
balayage utilisée lors de I'électrodéposition. & €le travailler a différentes vitesses de
balayage en tension permet d’amplifier ou d'atténcertains pics de courants. La
variation de l'intensité du pic du cuivre a ét&éta aux vitesses de balayage suivantes :
2,5, 20, 25, 50 et 100 mV*sLes résultats obtenus montrent que 'augmentatota
vitesse de balayage améliore les performances tapadg de la microélectrode en
termes de sélectivité et de sensibilité. La figivel.8 montre l'augmentation de
l'intensité du pic du cuivre en fonction de la s#te de balayage lorsque celle-ci est
comprise entre de 2 et 50 mV.<€n augmentant la vitesse de balayage de 50 {100
s', 'amélioration de la sensibilité observée n'éfas trés importante. Pour se placer
dans des conditions expérimentales optimales @odeétection du cuivre, la vitesse de

balayage de 50 mV'sa donc été choisie pour les études qui suivent.
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Figure 1V.1.8. Influence de la vitesse de balayage sur l'inténgit cuivre (Il).
Conditions: HCIQ 0,03 M, Cu (Il): 75 ng mk, HBS : 7,5x10 M, temps
d'accumulation 50 s, potentiel d'accumulation -880(vs. Ag/AgCl).

IV-1.9- EFFET DE LA CONCENTRATION D'HYDRAZIDE DE BE NZENE
SULFONYLE

L'influence de la concentration d'hydrazide dezeee sulfonyle sur la
sensibilité de la méthode proposée a été étudiée ldagamme de 2,5xF0 10* M.
Les résultats obtenus (Figure 1V.1.9) montrent Giméensité du pic augmente avec
l'augmentation de la concentration du HBS jusqntiren 7,5x1C M. La valeur du
courant a redissolution cathodique Cu-HBS a dongmamté puis diminué a des
concentrations plus élevées. Cela est di a la camae de I'HBS avec les complexes
du cuivre pour l'adsorption sur le HMDE. La concation d'hydrazide de benzéne

sulfonyle de 7,5x1®M a été ainsi choisie comme concentration optimale

-350 —

-345 —

-340 —

Courant (nA)

-335

T
3 4 5 6 7 8 9 10

hydrazide de benzene sulfonyle x 1°0M

Figure 1V.1.9. Effet de la concentration du ligand sur l'inteégitu cuivre (II).
Conditions: HCIQ 0,03 M, Cu (lI): 75 ng ml, temps d'accumulation 50 s,
potentiel d'accumulation -350 mV (vs. Ag/AgCl), &8se de balayage 50 mV.s
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IV-1.10- EFFET DE L'INTERFERENCE

bY

L'évaluation de l'adaptabilité de la méthode a umatrice complexe et
I'identification des éventuels problemes dus aés@nce d’especes interférentes ont été
ensuite réalisées. L'effet d'interférence métadliquir la concentration du cuivre (ll)
contenant 75 ng mta ainsi été étudié par addition de quelques élém@mme le K
Na', B#*, Mg?*, Co*, Ni**, Mn*, Cr**, AI¥*, C&*, SeO;, Zr?*, P, Cd™, en utilisant
les conditions optimisées. Comme le montre le &abl¥.1.1, le signal du cuivre est
peu perturbé par la présence de fortes quantitéesiéons ajoutés dans la solution de
préconcentration. En effet, pour un rapportifVajoutBWcuany] compris entre 100 et

900, le signal de redissolution du cuivre dimine€ldB a 5,3%.

Tableau IV.1.1Influences des ions ajoutés sur la quantité dureui¥) 75 ng mL™.

lons ajoutés Limite de Tolérance fW sjoucfWecugy]  Taux de récupération (%)
Zn* 900 97,3
PL* 800 95,1
K*, Na', Mg*, c&* 750 98,2
Cré AI% 650 96,0
cd*, Mn** 600 96,6
Ni* 400 95,4
Co™* 200 95,5
Se0; 100 94,7

Les résultats obtenus montrent un taux de réctipéraatisfaisant, ce qui
veut dire que la quantité d'interférents ajoutéeflne pratiguement pas sur l'analyse.
Ceci montre que le processus allant de I'extracfisigu’au dosage en passant par la

préparation du réactif, de la solution et de I'@gmnent (AdSP) est tout a fait correct.

IV-1.11- VALIDATION ET APPLICATION DE LA METHODE

La quantification du cuivre dans le sang standairtéralisé va permettre de
valider la méthode de dosage du cuivre (II). Léciab 1V.1.2 illustre le pourcentage de

récupération, écart-type, l'exactitude et la prénisOn observe que la précision des

-108-



Chapitre |V : Détermination du cuivre par |a voltampérométrie a redissol ution du composé adsorbé

deux niveaux de matériaux de références est de &19,48 %. Par ailleurs, le
pourcentage de récupération du cuivre et I'exalditont été également mesurés par
l'utilisation de deux niveaux des matériaux staddBn comparant les résultats obtenus
par l'adsorption cathodique inverse avec ceux oistgrar spectrométrie de masse a
couplage inductif plasma (ICP-SFMS) pour le mémigaétillon, les valeurs trouvées
sont comprises entre 97,37 a 103,11% pour le tawécupération de 96,92 a 104,18%
pour I'exactitude. La gamme linéaire du cuivre@étaluée a un temps de dép6t de 50
s. Le courant de pic augmente linéairement avecofecentration de cuivre dans la
gamme 0,62 & 275 ng rifl.avec un coefficient de corrélation de 0,9999. liméte de
détection de 0,186 ng riila été estimée en utilisant 10 réplicats de latisoia blanc

dans les conditions optimales.

Tableau 1V.1.2 Exactitude, précision et le taux de récupératianl'ptilisation de deux
niveaux de matériels de références certifies.

Référence Moyenne + SD (ugL)  Acceptable Exactitude Précision Récupération
Certifié Mesuré Yug LY
Niveau 1 56415,4 581,37+5,56 531-597 96,92 3,19 3P7,

Niveau 3  1740+151 1812+157,31  1438-2042 104,18 548 103,11

'Seronorm™ Trace Elements Whole Blood, SERO ASijrigjgitad, Norway

Les analyses sont réalisées en utilisant les pdram polarographiques
précédemment optimisées avec une concentrationG@,Hle 0,03 M et en HBS de
7,5x10° M. La quantification se fait selon la méthode dpaits dosés et non selon une
droite d’étalonnage. Le mode opératoire est leaguiv des volumes croissants (entre 5
et 50uL) d’'une solution de Cu(ll) de concentration conrsoat ajoutés dans la cellule
polarographique. Une premiére estimation de la eoination de I'échantillon inconnu
est rendue possible par comparaison de l'intesitpic obtenu avec l'intensité du pic
d’'un échantillon de concentration connue. La figlwel.10 représente une courbe de
dosage obtenue par la méthode des ajouts dosésapaiermination du cuivre dans le
sang minéralisé a partir des conditions qui ont @pémisées précédemment. La
concentration en cuivre de cet échantillon este@ab56,369 pgt (le rapport de

dilution de cet échantillon étant de 400 fois).
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Figure 1V.1.10. Détermination du cuivre dans le sang minéralisélgpanéthode
des ajouts dosés. Conditions: HGI0,03 M ; HBS : 7,5x1® M, temps
d'accumulation 50 s ; potentiel d'accumulation -&B0 (vs. Ag/AgCl) ; Vitesse
de balayage 50 mV’s

Ces résultats confirment la sélectivité du systémperazide de benzéne
sulfonyle vis-a-vis des cations cuivre(ll), perraett ainsi la détermination de la
concentration en cuivre(ll) dans des échantill@eds. Les analyses des quantifications
par la méthode des ajouts dosés de 31 échantdiemsujets sains sont donnés dans le

tableau suivant :

Tableau IV.1.3Dosage de 31 échantillons des sujets sains.

n Moyenne + SD (ugt) 95% Confidence Intervalle (ug')

31 912,924+ 240,329 823,317-1001,600 451,89 - 1832,

La quantité moyenne du cuivre calculée par cetéhode est de 912,924
ng L avec un écart type de plus ou moins 240,329 figCes résultats sont du méme
ordre de grandeur que ceux obtenus dans d'autyss Afin d’interpréter correctement
les résultats d’analyse, il est difficile de lesnmarer avec des valeurs de référence
établies sur des populations dont les habitudesedpeuvent différer des notres. Dans
cette optique, nous avons considéré qu’il serda de définir des valeurs de référence
dans la population tlemcennienne afin de validewnkdeurs actuelles et de les comparer

aux valeurs d'autres pays.
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IV-1.12- CONCLUSION

hY

La voltampérométrie a redissolution, aprés I'gotbmm, a impulsion
différentielle est une méthodes électroanalytigas ttilisée pour la déterminations des
éléments ultra-traces a cause de leurs limitesdtection de I'ordres du nano-gramme.
Ce travalil a été réalisé a partir d'une électrogeute de mercure pendante modifiée in
situ par l'utilisation d'un ligand d'hydrazide denkéne sulfonyle pour la détermination
du cuivre. La limite de détection trouvée par cetigthode est de 0,186 ng thide
cuivre (ll) pour une durée d'accumulation de 5&rs.conclusion, cette méthode offre
un avantage pratique pour la détermination du eumwvec une grande sensibilité,

simplicité et rapidité.
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IV.2. DETERMINATION DES CONDITIONS OPTIMALES DU DOSAGE DU CUIVRE
EN PRESENCE DE-4-ETHYLE -3-THIOSEMICARBAZIDE PAR
VOLTAMPEROMETRIE A REDISSOLUTION
A IMPULSION DIFFERENTIELLE

IV-2.1- INTRODUCTION

La sensibilité de la méthode qui utilise la rediggon aprés un composé
adsorbé dépend de la technique électrochimiqueestuutilisée. Elle est fonction de
plusieurs facteurs incluant les propriétés cinésget thermodynamiques, le pouvoir de
complexation du métal étudié, son affinité a serfisur les particules présentes, les
propriétés des ligands présents et les conditioqranentales (pH, potentiel de
déposition) [12]. Elle peut donc étre utilisée paiéterminer la concentration en un
élément, si le ligand ajouté est suffisamment dijggiE a I'élément considére.

Le thiosemicarbazide est un agent utilisé dansiglws domaines, notament
dans de l'inhibition de la corrosion [13]. Cettadton a des propriétés antibactériennes
et antifongiques [14], elles possede également al#iités importantes, comme
hypnotique, ulcérogéniques, antidépresseur, anglggst anti-inflammatoire [15] et
est méme utilisée dans les produits pharmaceutigngtimorales et antiviraux [16].
Les atomes N et S dans diverses molécules jouentdlen important dans la
coordination des métaux dans les sites actifs sebreux meétallo-biomolécule. [17,
18]. En effet, la fonction thiosemicarbazide (TYEpN-HN-CS—-NH] est un agent

complexant bien connu capable de lier les métaukratesition dans la solution et a

s
)j\ NH;
H3C/\HN T

Figure IV.2.1. Structure 4 éthyle-3-thiosemicarbazide.

I'état solide [19, 20].

IV-2.2- APPROACHES PRELIMINAIRES

Des expériences préliminaires ont été réaliséesr pmaractériser le

comportement du Cu (Il) et du 4 éthyle-3-thiosemdeaide sur I'électrode de mercure a
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goutte pendante. La figure IV.2.&eprésente les voltampérogrammes d'adsorption
cathodiques inverse a impulsion différentielle du @)-ETSC apres lI'accumulation
pendant 60 s a -100 mV (Ag/AgCl). La courbe (a) trmte voltampérogramme d'une
solution contenant 50 ng riLdu Cu (lI) et en absence de ligand, un trés it
cathodique est observé a -480 mV (vs. Ag/AgCl).datre, la courbe (b) montre le
voltampérogramme différentiel d'impulsion du 4 &h§-thiosemicarbazide avec
I'absence du Cu (Il), qui a produit un pic a -68¥ Kwvs. Ag/AgCl). La courbe (c)
représente le voltampérogramme du Cu(ll) en pré&sdii€TSC dans une méme solution
d'électrolyte support qui montre un pic a -715 nvg. (Ag/AgCl). A ce potentiel de
réduction (-715 mV vs. Ag/AgCI), on note l'appamiti d'un pic relatif au complexe
Cu(l)-4éthyle-3-thiosemicarbazide. La reprodudii®i des résultats nécessite la
maitrise des parametres électrochimigues, maisndéggalement de la nature de
I'électrolyte support, du choix de I'électrode davail, de la durée d’agitation de la

solution ainsi que de la concentration du ligand.

——(a): Cu(ll)
——(b): ETSC
—— (c): Cu(ll) + ETSC

6 — 250

200 o

Courant (pHA)
oS

T
-200 -400 -600 -800
Potential (mV)

Figure 1V.2.2. Voltampérogramme a redissolution d'adsorption ddithee, (a):
Electrolyte support acétate de potassium pH 10i§afid ETSC sans ions de
cuivre); (b): ions de Cuivre (50 ng rifL.sans ligand; (c): ions cuivre (50 ng ML
avec ligand (ETSC); Conditions: acétate de potasgitl 10,3; ETSC : 3,25x10
M; temps d'accumulation 60 s; potentiel d'accunmutat1l00 mV (vs. Ag/AgCl);
Vitesse de balayage 50 mV.s

Les mécanismes possibles de l'accumulation de umésar linterface
électrode-solution en voltampérométrie a redisgmiutie composé aprés adsorbé, via la
formation d'un complexe, ont été donnés par Patatoll [21]. Selon ces auteurs, il
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semble que la présence des électrodans la molécule de ligand favorise le processus
d'adsorption. Le 4-éthyle-3-thiosemicarbazide aydiffitrents groupes fonctionnels
peut donc étre coordonné avec l'ion cuivre graaa donneur de groupes, en fonction

du pH de la solution.

IV-2.3- EFFET DE L'ELECTRODE DE TRAVAIL

La majorité des travaux consacrés a la modificatdlectrodes utilisent
des surfaces de platine, d'oxyde de titane et iigtde carbone vitreux, d'argent, de
graphite, d'or et de mercure...etc. Le choix d'étectrode de travail nécessite la
connaissance du systeme rédox du métal qui laitmmstDans ce travail nous avons
testé plusieurs électrodes indicatrices de facdrodver une meilleurs sensibilité de
I'élément Cu(ll) par l'utilisation de 'ETSC. Noasons ainsi utilisé des électrodes
solides (graphite, carbone vitreux, platine eteirune électrode de mercure a goutte
pendante. Les résultats obtenus sur ces électsoteseprésentés dans la figure IV.2.3.
Nous remarquons que seule I'électrode de mercurdifiG® in situ a donné les
meilleures sensibilités du cuivre (formation d'uie ptense par rapport aux autres

électrodes).

40 4 m_q__q_-a—ﬂ——ﬂw

|—<— Graphite
—— Vitreux

30 4—>— Pt
—O— Au
{—==— Hg

204

Courant (PHA)

104

-200 ' -4IOO ' -600 -800

Potentiel (mV)
Figure 1V.2.3. Effet de I'électrode de travail sur l'intensité mgia de cuivre (II).
Conditions: pH=10,3 d'acétate de potassium, Cug0)ng mL*; ETSC :3,25x18
M; temps d'accumulation 60 s; potentiel d'accunmtatl00 mV (vs. Ag/AgCl);
Vitesse de balayage 50 mV.s
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IV-2.4-EFFET DU PH

Les propriétés de complexation et d’adsorptionlgdesds ajoutés vis-a-vis
des métaux, ne sont utilisables que dans des comslpprécises (gamme de pH, tampon,
type danalyse...) et ont une fenétre analytiques ptestreinte [22]. Différents
électrolytes support ont été examinés pour étditdluence du milieu sur lintensité
du courant. Parmi ces électrolytes (acétate deusodit de potassium, hydroxyde de
potassium, acide acétiquacide perchlorique, acide nitrique et acide chidrigue),
l'acétate de potassium a donné la meilleure séit&ipour le complexe Cu(ll)-ETSC.
Généralement la solution tampon d'acétate préskasgropriétés complexantes vis-a-
vis du cuivre [23]. Les tampons sont trés souvditisé&s afin de maintenir le pH stable.
Cette stabilité du pH d'une solution a l'autre n@permis d’estimer proprement la
sensibilité de I'électrode modifiée in situ. Le mte¢ la solution de la cellule de
préconcentration joue un rdle important dans limation des conditions d’étude du
fait que les groupes complexans utilisés ont deprtés acido-basiques. L'effet du
pH sur l'intensité et le potentiel du pic de redission cathodique d'adsorption du
cuivre a été étudié apres une préconcentratiorDdeeéonde dans un tampon d'acétate
de potassium contenant du cuivre (Il) & la conegiolm 50 ng mL* et de 3,25x1® M

de ETSC.

Courant (HA)

0 — —>\~ — N

0 I -200 —4IOO -600 -800

Potentiel (mV)
Figure IV.2.4. Effet du pH sur l'intensité et le déplacement dude potentiel de
cuivre (Il). Conditions Cu (Il): 50 ng mt ETSC : 3,25x18 M; temps
d'accumulation 60 s; potentiel d'accumulation -0 (vs. Ag/AgCl); Vitesse de
balayage 50 mV'§

L'analyse de la figure ci-dessus, qui représemtetiation du déplacement

du potentiel du pic du Cu (ll) en fonction du pH,omre que le potentiel du
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déplacement dépend de la variation du pH et augrerdque ce dernier augmente. A
cet effet, I'emploi des ajouts dosés est nécessaireours du dosage pour éviter le
déplacement du pic. Concernant l'intensité du glle, atteint sa valeur maximale dans
les milieux modérément basiques. I'évolution dugkté examinée dans la gamme de
3,0 a 12,5 ce qui permet de voir la stabilisé dmnglexe Cu-ETSC sur I'électrode de

mercure (Figure 1V.2.5).

8

7

Courant (HA)
N

Figure 1V.2.5. Effet du pH en fonction de l'intensité du pic dawption de cuivre

(I1). Conditions Cu (I1): 50 ng mt; ETSC : 3,25x18 M: temps d'accumulation
60 s; potentiel d'accumulation -100 mV (vs. Ag/AgCQlitesse de balayage 50
mV s,

L'intensité du courant augmente avec l'augmemtadio pH et atteint une
valeur optimale a 10,3. A un pH de plus de 10,3yrkxcipitation du cuivre Cu(OHl)
s'est traduite par la diminution marquée du coufa#it Par conséquent, le pH 10,3 a

été choisi comme optimal pour toutes les autresiress

IV-2.5-EFFET DU POTENTIEL DE PRECONCENTRATION

Le potentiel de pré-concentration est un paraméingortant pour les
techniques d’analyse, et possede une influencengghgeable sur la sensibilité de la
détermination des métaux lourds. L'effet du po&trte déposition sur I'intensité du pic
du cuivre (Il) a été examiné dans la gamme de pietaqui varie entre 0 a -350 mV vs.
Ag/AgCI (Figure IV.2.6). Les résultats obtenus mient qu’il y a une augmentation

significative de l'intensité du pic quand le poiehist balayé vers les potentiels les
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plus négatifs pour le cuivre (ll). Le potentiel eV (vs. Ag/AgCIl) a été choisi

comme potentiel de préconcentration dans la suiteayail.

Courant (HA)

T
0 -100 -200 -300
Potentiel (m V)

Figure IV.2.6. Effet du potentiel d'accumulation du pic du cuiv@®nditions: pH
10,3 d'acétate de potassium, Cu (Il): 50 ng’mIETSC : 3,25x18 M : temps
d'accumulation 60 s ; Vitesse de balayage 50 thV s

IV-2.6-EFFET DU TEMPS DE PRECONCENTRATION

La sensibilité de la méthode voltampérométriqueedé de la durée de pré-
électrolyse. Une étude de l'influence du tempscdiaclation sur le signal du Cu(ll)
s'avere donc nécessaire. Ce parametre pourraieirder, aussi le taux d'adsorption de
I'ion métallique sur la surface de I'électrode. shirune pré-électrolyse pendant un
temps compris entre 0 et 90 secondes a été etudaetgure IV.2.7 représente les
voltampérogrammes obtenus apres des temps d'acionude 30, 40, 50, 60, 70, 80 et
90 s.

Nous observons que la hauteur du pic augmentadgsablement avec le
temps de pré-électrolyse puis le courant de diffugierd sa linéarité a partir de 60 s a
cause de la saturation au niveau de la surfacgléettode de travail [25]. Nous avons
donc considéré comme temps d'accumulation optimaor fgs prochaines analyses

celui de 60 secondes.
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Courant (UA)

T T T
30 40 50 60 70 80 90
Temps d'accumulation time (s)

Figure 1V.2.7. Effet du temps de pré-concentration sur le sighalcuivre (l1).
Conditions: pH 10,3 d'acétate de potassium, Cu 80 ng mL*; ETSC: 3,25x10
Ml; potentiel d'accumulation -100 mV (vs. Ag/AgClYitesse de balayage 50 mV
s~

IV-2.7-EFFET DE LA VITESSE D'AGITATION

Afin d'augmenter le taux d'adsorption du Cu(I)SET sur lintensité du
courant, la vitesse d'agitation de la solution pemde temps d'accumulation semble
étre efficace. L'analyse de l'effet de ce paramatrété étudié dans les conditions
optimisées auparavant. La figure 1V.2.8 montre ¢mequantité d'accumulation du
cuivre-ligand sur I'électrode augmente avec l'augai®n de la vitesse d'agitation dans

I'intervalle de 150 a 400 tours par minute.

Courant (HA)

T T T T T T T T T
200 300 400 500 600
Vitesse d'agitation (tr.m in'l)

Figure IV.2.8. Effet de la vitesse d'agitation sur lintensité duivre (I1).
Conditions: pH 10,3 d'acétate de potassium, Cug0)ng mL*; ETSC : 3,25x10
® M; temps d'accumulation 60 s; potentiel d'accuimria100 mV/(vs. Ag/AgCl).

Apres cet intervalle, l'intensité du courant digen ceci s'explique par la

saturation au niveau d'électrode de travail. Paséguent, la vitesse 400 tr ilia été
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sélectionnée comme la vitesse d'agitation optindaleause de la sensibilité du pic

Cu(IN-ETSC sur I'électrode de mercure.

IV-2.8-VITESSE DE BALAYAGE

L’influence de la vitesse de balayage au courmdeesure électrochimique
sur l'intensité du pic apporte des informations lesrphénoménes impliqués lors de la
réaction a I'électrode. Les résultats sont obtafarss une solution de tampon d'acétate
de potassium de pH 10,3 contenant 3,25XM0ETSC et de concentration de 50 ng'ml
de cuivre (ll), pour des vitesses de balayage desnpels comprises entre 12,5 et 100
mV s'. L'évolution de la densité du courangid) est représentée sur la figure IV.2.9.
L'intensité du courant augmente avec l'augmentat®ia vitesse de balayage jusqu'a
une 50 mV g. On remarque une augmentation assez faible denité du pic aprés
cette valeur de vitesse. Pour se placer dans dehtioms expérimentales optimales, la

vitesse de balayage de 50 mV/adonc été choisie pour les études qui suivent.

Courant (HA)

T T T T
25 50 75 100

Vitesse de balayaggm V .s'l)
Figure 1V.2.9. Effet de la vitesse de balayage sur lintensitécdivre (Il).
Conditions: pH 10,3 d'acétate de potassium ; Cu:(50 ng mL: ETSC:
3,25x10° M ; temps d'accumulation 60 s ; potentiel d'acdatimn -100 mV
(vs. Ag/AgCl).

IV-2.9-EFFET DE LA CONCENTRATION DU 4-ETHYLE-3-THIO SEMICARBAZIDE

L'effet de la concentration du 4-éthyle-3-thiosesmbazide sur la sensibilité
de la méthode proposée a été également étudiéeétleyle-3-thiosemicarbazide a été
utilisé pour stabiliser mécaniquement la phase @ucure et prévenir la surface de

I'électrode contre l'effet de l'interférence darmsdolution a analyser et a assurer la
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reproductibilité de la surface active de I'éleceodla concentration de I'ETSC a été
testée dans la gamme 2,5¥18 4,25x16 M. Les résultats obtenus (Figure 1V.2.10)
montrent que l'intensité du pic du Cu (Il) attetlgs valeurs maximales quand la
concentration du ETSC est de 3,25%1M. Aprés cette concentration, on note une
inhibition de l'adsorption du complexe sur la scefale I'électrode et la diminution du
courant & cause de la compétition du ligand liifela concentration 3,25xFM a été

sélectionnée comme une concentration optimale lpcsuite du travail.

Courant (HA)
iy

0 1 2 3 4

4-Ethyle-3-thiosemicarbazide (1% M)

Figure 1V.2.10. Effet de la concentration d'ETSC sur l'intensitéaduivre (l1).

Conditions: pH 10,3 d'acétate de potassium, Cu @) ng mLC: temps
d'accumulation 60 s; potentiel d'accumulation -&fO@(vs. Ag/AgCl); Vitesse de
balayage 50 mV'§

Le tableau IV.2.1 présente une comparaison eatr@rlite de détection,
l'intervalle de linéarité et le temps d'accumulatide la méthode proposée et ceux
rapportés antérieurement. Les limites de détectipportées pour ces méthodes ne sont
pas trés bonne [26, 27]. D'autres ont besoin @mps$ de dépbt long [28-31] ou ont une
faible intervalle de linéarité [32, 33]. Une étudeente rapporte toutefois une limite de
détection basse et une bonne gamme dynamiqueréngl]. Mais dans le travalil
actuel, le temps de dépot est court (60 s), eimidel de détection est trés faible par
rapport aux nombreux travaux de recherche rappgmésédemment. La sensibilité
quant a elle, atteint une valeur maximale lorsquiiise un récepteur a base d'électrode
de mercure modifiée in situ. Cette sensibilité dépdes caractéristiques du complexe

formé entre I'analyte cible et le ligand adsorlte surface de I'électrode.
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Tableau 1V.2.1 Comparaison de ce travail par rapport a certaisngatix antérieurs
effectués par voltampérométrie d'adsorption invpme la détermination du cuivre.

Ligand LDM Intervalle Accumulation Référence
(hg mLY)  (ng mLY) (s)
Morin 0,6 0,2-130 60 [26]
Thymolphtalexone 0,4 0,5-100 60 [27]
(1-(2-pyridylazo)-2,7- 0,51 0,6-64,0 240 [28]
dihydroxynaphthalene)
Bis (acetylacetone) ethylenediimine 1,02 3,18-63,6 600 [29]
Nuclear fast red 0,2 1-100 180 [30]
Cyclopentanone thiosemicarabzone 0,2 0,1-99,8 150 [31]
DMG and catechol (mixed) 0,03 0,03-6,35 60 [32]
5,5-Dimethylcyclohexane-1,2,3-trione 0,49 0-35 60 [33]
1,2-dioxime 3 thiosemicarbazone
Thiosemicarbazide 0,007 0,01-90,0 60 [34]
4-Ethyle-3thiosemicarbazide 0,001 0,003-125 60 Ce travail

IV-2.10-EFFET DE L'INTERFERENCE

L'influence de l'interférence sur l'intensité duwvee (Il) a été étudiée selon
le mode opératoire suivant : la mesure de l'intérdiil pic de redissolution d'adsorption
cathodique a impulsion différentielle du cuivreta etalisée apres accumulation dans
une solution électrolytique d'acétate de potass®ig5x10° M ETSC et 50 ng mt de
cuivre (II), apres ajout de quantités d'ions étesag(tableau 1V.2.2). La limite de
tolérance a été définie comme la quantité d'iorengers causant un changement moins

de 5% de la récupération du Cu (ll).

Tableau IV.2.2Influences des ions ajoutés sur la quantité dureu(i¥) 50 ng mL*

lons ajoutés Limite de Tolérance {WsjouelWeygy]  Taux de récupération (%)
zZnt* 1000 98,9
PG 1000 95,6
K*, Na', Mg, c&”*, CI 850 98,7
cr 500 96,8
Cr* 500 95,1
cd*, Mn** 500 97,8
Co™* 250 95,3
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D'apres les résultats obtenus, nous remarquondageélectivité est tres
bonne et qu'il n'y a pas beaucoup de changemamt/eau de l'intensités du courant de
pic de cuivre (Il) et méme sur la validation dentgéthode. Comme la plupart des
échantillons, notamment les échantillons biolog&gue contiennent pas ces ions a une
concentration élevée, de sorte que la spécifi@téatte méthode pour les échantillons

ne peut pas étre ignorée.

IV-2.11-VALIDATION ET APPLICATION DE LA METHODE

L'intervalle de la linéarité dans toute la gamneecdncentration qui est de
0,003 a 125 ng mit.Cu (Il), a été observée dans des conditions opgisnavec un
coefficient de corrélation de 0,999 (Figure 1V.2.11La limite de détection pour le
cuivre a été trouvée égale a 0,001 ng'mL'exactitude, le taux de récupération et la
précision de la méthode a l'aide de I'électroderdgcure ont été évaluées en analysant
un échantillon de référence certifié (MRC), a savau sang en poudre enrichi en
cuivre, fourni par (Seronorm, level 1 et 3, Billstgd, Norvege). Ces échantillons de
référence contiennent des quantités précise deec(iableau IV.2.3). L’analyse des
résultats obtenus sur les matériaux de référenveéderéne excellente concordance entre
les valeurs moyennes obtenues et les valeursiéestif Tous les échantillons et les
étalons ont été analysés par des duplicats. Larefigui-dessous présente un
voltampérogramme qui montre I'effet de I'ajout divie sur l'intensité du courant. Les

résultats obtenus montrent une meilleure linéarité.

20 —

urant (WA)

15 —

Col

10 —

Courant (pA)

T T
-200 -400 -600 -800
Potentiel (m V)

Figure IV.2.11. Réponse voltampérométrique a redissolution cathedige
composé adsorbé de 0, 25, 50, 75, 100 et 125 nycuhcentration de cuivre et
Cersc = 3,25x10 M, mesurée sur une électrode de mercure en pH,3 10
d'acétate de potassium en utilisant un temps diagdation s 60 a un potentiel de
-100 mV (vs Ag/AgCl, 3 M), vitesse d'agitation ete dbalayage sont
respectivement 400 tr nifret 50 mV &,
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Les résultats du calcul de validation sont ment&ésnthans le tableau suivant.

Tableau 1V.2.3 Exactitude, précision et le taux de récupératian'ptlisation matériel
de référence certifier.

Matériel Moyenne + SD (ng i) Intervalle Exactitude  Précision  Récupération
Certifier Mesuré (ng mLY

(Niveau 1) 56415,4 550,19145,268 531-597 97,55 52,0 98,67

(Niveau 3) 1740+151 1673,392+145,219 1438-204296,17 2,71 96,01

L’analyse du cuivre dans des échantillons réadgaéalisée en utilisant la
méthode des ajouts dosés, aprés dilution de I'édloana analyser. Afin d'interpréter
correctement les résultats d’analyse, il est difide le comparer comme on l'a déja
signalé a des valeurs de référence établies syvardations dont les habitudes de vie
peuvent différer des nétres. La moyenne et I'@muinze échantillons des sujets sains
dans la population de I'ouest algérien (ville derd¢en) est 886,468 + 248,936 ng L
L'intervalle de dosages pour ces échantillons est489,016 & 1271,774 ng ML
(tableau VI.2.4). Aucune différence significative'anété observée dans les

concentrations de cuivre sanguin apres I'utilisatio test Student.

Tableau IV.2.4Dosage de 15 échantillons de sujets sains.

n Moyenne + SD (ugt) 95% Confidence Intervalle (ug')

15 886,468 + 248,936 748,611-1024,324 439,016 1,774

IV-2.12-CONCLUSION

Ce travail démontre que la voltampérométrie a ssmlution apres
I'adsorption basée sur I'accumulation du cuivrig4iéthyle-3-thiosemicarbazide peut
étre utilisée pour déterminer |'état de traces wigre dans les échantillons réels. La
limite de détection de cette technique est de Or@PmL™" de cuivre (Il) avec une durée
d'accumulation de 60 s. En conclusion, les résultamarquables trouvés par cette
méthode par rapport aux autres travaux rapportés da domaine, montrent que le
choix de ce ligand et la technique électroanalgigpar l'utilisation d'électrode de
mercure a goutte pendante a impulsion différemsedst adéquat pour la détermination

du cuivre (I1) & I'état d'ultra-trace (1pg H Cette méthode a une aptitude pratique pour

-123-



Chapitre |V : Détermination du cuivre par |a voltampérométrie a redissol ution du composé adsorbé

la détermination de cuivre avec une grande sél&gtisensibilité, simplicité et rapidité

comparativement a I'ensemble des travaux précedatrapgportés (tableau 1V.2.1
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CONCLUSION CHAPITRE IV

Les techniques polarographiques ont pendant lomgeété des méthodes
de choix pour l'analyse de traces et d'ultra-tra&mules les méthodes nucléaires
d'analyse par activation permettant d'atteindre pggformances mais avec des codts
d'analyse nettement supérieurs [35]. Ces technipessettent une analyse qualitative
et quantitative des éléments dosés. Des concemsatires faibles peuvent étre
déterminées en augmentant le temps de pré-élestroly

Ce chapitre concernait I'élaboration de procédést®analytiques pour la
détection et le dosage électrochimique du cuivi® (les résultats obtenus par
l'utilisation de la polarographie a redissolutioapres adsorption, a impulsion
différentielle sont trés satisfaisants a cause addinhite de détection trouvée aprés
utilisation de deux ligands différents (hydrazide lobenzene sulfonyle et 4-éthyle-3-
thiosemicarbazide). La limite de détection du peeniigand est de 0,186 ng Mlde
cuivre (I) a une durée daccumulation de 50 s,ctencentration optimale pour
I'hydrazide de benzéne sulfonyle étant de 7,5X%0 L'utilisation du second ligand 4-
éthyle-3-thiosemicarbazide donne une meilleuretéindie détection 0,001 ng rilde
cuivre (Il) a une durée d'accumulation de 60 sragpport au HBS, la concentration de I
ETSC est quant & elle de 3,25%1M. Les résultats remarquables trouvés par cette
méthode par rapport aux résultats de nombreux uravapportés dans la littérature
montre que le choix de ce ligand et la technigeetsdanalytique par utilisation de
I'électrode de mercure a goutte pendante a impuldiierentielles sont adéquats pour
la détermination du cuivre (I1) & I'état ultra-teadpg mLY). Ces limites de détection de
l'ordre du nano et du picogramme rendent cette adétiiune des plus performantes
pour I'analyse des traces et ultra-traces.

Cette technique a confirmé lintérét de I'électrade mercure pour le
développement de systemes sensibles et sélectifsl'poalyse de traces de I'élément
cuivre (1), par préconcentration via une complexasuivie d'une redissolution. Un des

buts affichés de ce travail est la reconnaissaeceations métalliques et I'élaboration
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de capteurs chimiques. Cet objectif implique dansynthése d'un ligand adapté a la

complexation sélective des cations cibles visés.
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CONCLUSION GENERALE

Parmi les nombreuses méthodes physico-chimiqués disposition de
'analyste, la meéthode électrochimique occupe uracep particuliere car ses
applications peuvent étre extrémement variées, daits le domaine de l'analyse
minérale ou dans celui de I'analyse organique.teelniques polarographiques sont, de
ce fait, particulierement adaptées a la déternunajuantitative de traces. Elle offre des
avantages certains parmi lesquels on peut citealde sensibilité (de I'ordre de 10
mol L) que cette méthode peut présenter. Les détermirsatie traces de métaux
peuvent en effet étre effectuées avec une sensilétjale, voire supérieure, a celles
obtenues avec I'AAS ou I'lCP, avec, de surcroi$, caits inférieurs. Ces techniques
nécessitent en outre peu de place pour leur iastail les frais d'exploitation sont
faibles et représentent un avantage supplémentadireautre avantage de la méthode
polarographique est sa spécificité, il est en gftetsible d’effectuer simultanément des
mesures de concentration de plusieurs métaux ia garta méme solution.

Notre objectif au cours de cette étude a étéeatrfér I'électroanalyse de
traces de cations métalligues a l'aide d'électratesmercure par deux techniques
différentes. La détermination du cadmium, plomihczt du cuivre a été effectuée par
voltampérométrie a redissolution anodique et paarsélénium par redissolution
cathodique.

Les résultats expérimentaux et ceux obtenus paraleul de validation
analytique, nous permettent de conclure que :
= La voltampérométrie a redissolution différentied&mpulsion cathodique et/ou
anodique est trés sensible pour le dosage des d@€mr, Cd - Pb, Se et Cu dans le
sang,

» Les limites de détection obtenues sont meilleures celle rapportées dans la
littérature dans les méme conditions,

= La DPSV technique peu onéreuse comparée a d'audsodes d’analyses telles
que I'ICP-MS est apparue, au cours de notre éjueejse et sélective, d’ou l'intérét de

son utilisation pour la spéciation des élémentesa
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» La sensibilité de la technique a été nettementian@él en jouant sur la nature du
ligand ajouté qui s’adsorbe a la surface de latgodé mercure préconcentrant ainsi
I'élément a doser via la formation d’'un complexealiigue,

= Les limites de détection du cuivre dans le sangdinront été trouvées égales a
0,186 ng.mL* et 0,001 ng.mt en présence respectivement de I'hydrazide de benzén
sulfonyle (HBS) et du 4-éthyle-3-thiosemicarbazid&SC),

» Le choix du ligand s’est avére trés important daf $C a donné une meilleure
limite de détection, environ 186 fois plus faibleeccelle trouvée en présence du HBS,
» Les limites de détection de I'ordre du nano etidagramme rendent cette méthode
parmi l'une des plus performantes pour l'analysam@dees et ultra-traces,

= La voltampérométrie a redissolution, en absencedees ligands, a montré une
limite de détection du cuivre de 1,62 ng MLvaleur largement supérieure a celle

trouvée en leur présence.

Par ailleurs, ces résultats ont permis de validertechniques d’analyse
utilisées sur quelques échantillons de sang. terdsnc a les appliquer de maniére
générale a d’autres échantillons naturels, afin dé&terminer la concentration des
éléments étudiés.

Toutefois, la détermination des conditions optesabkoit chimiques ou
électrochimiques de ces deux techniques n’étantqugsurs aisée, ce travail de these
n'a malheureusement pas permis la déterminatioradiss éléments ( Cd, Pb, Se) par
voltampérométrie a redissolution apres adsorptietie analyse dépendant fortement de
la nature du ligand disponible.

En perspective, il serait intéressant de pouvaingarer et/ou compléter les
résultats obtenus par ces technigues avec ceukkabaypes de techniques analytiques.
Il serait également intéressant d'étudier et ddkbde nouvelles électrodes et de les
caractériser dans le but d’obtenir une meilleutect&ité et une plus grande sensibilité
vis-a-vis de cations métalliques cibles, en palitcia I'état d'ultra-traces.

Au demeurant, nous considérons que les valeurscdesentrations des
éléments traces recueillies dans la wilaya de Téenmourront servir de référence a

d’autres régions du pays de facon intérimaireeth# cependant important de mener
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une étude similaire, sur une autre région, afivéhdier si des différences importantes
et significatives existent par rapport aux donrda ville de Tlemcen.

Enfin notons que l'explication des divergences umasles entre nos
résultats et ceux de la littérature n'est pas togj@vidente mais cela ne faisait pas

I'objet de notre étude.
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ABSTRACT. A selective and sensitive method for simultaneous determination of copper in blood by adsorptive differential
pulse cathodic stripping voltammetry is presented. The procedure involves an adsorptive accumulation of Cu(II)-ETSC (4-
ethyl-3-thiosemicarbazide) on a hanging mercury drop electrode, followed by a stripping voltammetry measurement of reduc-
tion current of adsorbed complex at about —715 mV. The optimum conditions for the analysis of copper (II) ion are : pH 10.3,
concentration of 4-ethyl-3-thiosemicarbazide 3.25x10® M and an accumulation potential of —100 mV. The peak current is
proportional to the concentration of copper over the range 0.003—125 ng/mL with a detection limit of 0.001 ng/mL and an
accumulation time of 60 s. Moreover, with the use of the proposed method, there is a considerable improvement in the detec-
tion limit, the linear dynamic range and the deposition time, compared with the methods of adsorptive stripping voltammetry
for the determination of copper. The developed method was validated by analysis of whole blood certified reference materials.

Key words: Adsorptive cathodic stripping voltammetry, Copper, 4-Ethyl-3-thiosemicarbazide, Whole blood

INTRODUCTION

Copper is an essential trace element for humans and ani-
mals. In the human organism, copper exists in two forms,
the first and second oxidation form which exists the most
in the human organism.' The ability of copper to easily
attach and accept electrons explains its importance in oxi-
dative reduction processes and in disposing and removing
free radicals from the organism.>® Although scientists
identified copper compounds to treat diseases in 400 B.C,*
researchers still discover new information regarding the
biochemistry, physiology, toxicology, many clinical, lab-
oratory and other indicators of the impact of copper in the
organism.” Copper is necessary in human nutrition for
normal iron metabolism and the formation of red blood
cells. Anemia is a clinical sign of deficiency of copper.®
Investigation of copper functions in human bodies requires
accurate, affordable, informative, low-detection-limit meth-
ods for determination of trace copper in biological sam-
ples.””'? Although a considerable number of methods for
copper investigation exists, research continues in search
of more sophisticated analytical approaches.

Electroanalytical techniques have undergone many impor-
tant developments in recent decades. This has stemmed from a
better understanding of electrode processes and improve-
ments in instrumentation, which have allowed faster mea-
surements to be made under better-controlled conditions,
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particularly those involving pulse voltammetric techniques.'*'*

The stripping voltammetry is the most sensitivity one because
it has a preconcentration step on the electrode surface
prior to recording the voltammogram.'>~!" The technique
is based upon adsorptive accumulation of the metal ion
complexed with a suitable ligand at the electrode (HMDE)
and then scanning the potential of the electrode in the neg-
ative direction.'®?° Many electroanalytical stripping pro-
cedures have been proposed for the individual determination
of nanomolar concentration of copper.'™*

The present study attempts to describe a new adsorptive
cathodic stripping procedure for simultaneous determination
of trace amounts copper in whole blood by using 4-ethyl-
3-thiosemicarbazide (ETSC) as a complexing agent onto
the hanging mercury drop electrode.

EXPERIMENTAL

Equipment and Materials

Adsorptive cathodic stripping voltammetry (AdCSV) was
carried out on an MDE 150 polarographic stand. Mea-
surements were carried out with a hanging mercury drop
electrode, in a three-electrode arrangement. The auxiliary
electrode was a wire of platinum with a considerably larger
surface area than that of HMDE. An Ag|AgCl (KCI 3 M)
was used as reference electrode. A magnetic stirrer and
stirring bar provided the convective transport during accu-
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mulation. The whole procedure was automated and con-
trolled through the programming capacity of the apparatus
with Trace-Master 5 PC software. The solutions were
deoxygenated with high-purity argon for 5 min prior to
each experiment.

Procedure

Ten milliliters of the supporting electrolyte solution was
pipetted into the voltammetric cell. The solution was purged
with argon for 5 min in the first cycle and 50 s for each
successive cycle. The accumulation potential —100 mV
was applied for 60 s to a fresh mercury drop while the
solution was stirred. The stirring was stopped for a period
of 20 s and then, the potential was scanned from —100 mV
toward more negative values using differential pulse (DP),
(modulation time, 20 ms; modulation amplitude, -50 mV;
interval time, 0.1 s; potential step, 5 mV, resulting in a
scan rate of 50 mV/s). Each scan was repeated three times
with a new drop for each analyzed solution and the mean
of these voltammograms obtained. Copper stripping peak
was registered at about —715 mV, and their current used as
a measure of copper concentrations.

Chemicals

All chemicals used were of analytical-reagent grade or
the highest purity available. Aqueous solutions were pre-
pared by dissolving a certain amount of chemicals into
high-purity deionized water (Milli-Q water system). Acids
used for the analysis were the nitric acid (69.5%, Fluka)
and the perchloric acid (70—72%, Merck). Stock solution
of Cu (II) (1000 ppm, atomic adsorption standard, Ald-
rich) was prepared in deionized water. A 5107 M solu-
tion of chelating agent 4-ethyl-3-thiosemicarbazide (Sigma-
Aldrich 97%) was prepared by dissolving the appropriate
amount of ETSC in deionized water. Acetate buffer
solution was prepared using acetic acid and potassium
hydroxide.

Blood Sample Preparation

The procedure consisted in placing 0.5 mL of whole
blood in a long-necked 50 ml flask together with 2 mL
HNOs/HCIO4 mixture (3:1 v/v). The temperature of this
mixture was slowly increased to150 °C for 4 h in a hot
plate, and then the temperature was maintained at 180 °C
until the evaporation of half of the acids. After cooling the
flasks at room temperature, 2 mL from the same acid mix-
ture was added and re-evaporated until ~ 0.5 mL was left.
After cooling, the digested blood samples were made up
to 5 mL using 0.25% nitric acid.”> Special care was taken
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to avoid all contaminations. All the chemicals used were
of suprapur quality.

RESULTS AND DISCUSSION

Preliminary experiments were performed to identify the
general features which characterise the behaviour of Cu
(IT) and 4-ethyl-3-thiosemicarbazide systems on mercury
drop electrode. Fig. 1 shows cathodic stripping differen-
tial pulse voltammograms of the Cu(II)-ETSC after accu-
mulation at —100 mV for 60s. Curve (a) shows the
voltammograms of a solution containing 50 ng/mL of Cu
(IT) in the absence of ligand. A very small cathodic peak is
found at —480 mV. In addition, curve (b) shows the dif-
ferential pulse voltammogram of 4-ethyl-3-thiosemicar-
bazide, in the absence of Cu (II), that produced one peak
current at —680 mV. The presence of copper 50 ng/ml and
ligand 3.25x107°M in the same cell gives curve (c), The
Cu (I1)-ETSC complex has strong adsorption at the mer-
cury electrode and produces a strong reductive peak cur-
rent at =715 mV. All the above facts indicate that Cu (II)
and 4-ethyl-3-thiosemicarbazide really produced a new
complex, and this complex was electroactive and could be
produced by a reduction peak current at —715 mV. The
possible mechanisms of metal accumulation on the elec-
trode-solution interface in adsorptive stripping voltammetry,
via complex formation, were given by Paneli et al.** Accor-
ding to these authors, it seems that the presence of n-electrons
in the ligand molecule favours the adsorption process. 4-
ethyl-3-thiosemicarbazide has different functional groups
so it can be coordinated with copper ion through donating
groups, depending on the pH of the solution. For the best

(a): Cu (II)
— — =(b): ETSC
- -=-- (c):Cu(ll) + ETSC

100 cu ()

Current (LA)
N
1

-2b0 -460 -660 -860
Potential (mV)
Figure 1. Adsorptive stripping voltammetry for Cu-ETSC sys-
tem. Cersc=3.25%x107% M, Ccyan=50 ng/ml, accumulation time is
60 s, accumulation potential is —100 mV, pH=10.3, Stirring rate
400 rpm and Scan rate is 50 mV/s.
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Figure 2. Effect of pH on the peak current of 50 ng/mL copper.
Other conditions are the same as in Fig. 1.

sensitivity in simultaneous determination of copper the
influence of different parameters such as supporting elec-
trolytes, ligand concentration, deposition time and poten-
tial, stirring and scan rate were investigated.

Effect of pH

Different electrolytes were tested as supporting elec-
trolytes (Potassium and sodium acetate buffer, potassium
hydroxide, acetic acid, perchloric acid, nitric acid and
hydrochloric acid). Among these, potassium acetate buffer
(pH 10.3) gave the best response. Fig. 2 shows the rela-
tionship between pH and the peak current. Stability of the
complex largely depends on the pH of the system. The
influence of pH on the cathodic stripping copper peaks
current was studied in the pH range of 3.0-12.5 for solu-
tion containing 50 ng/mL each of metal ion and 3.25x10° M
of ETSC. The system may become unstable with a small
variation in the pH. So far, the optimization of a stable
complex of Cu-ETSC was concerned. Initially, there was
an increase in peak current with rise in pH up to 10.3 and
falls after this value. This is due to the increasing complex
formation of copper (II) with the ligand at the electrode
surface with increasing pH. At pH more than 10.3, the pre-
cipitation of copper as Cu(OH), occurred resulting in sharp
decrease in peak current.”’ Therefore, the pH 10.3 was selected
as the optimum experimental condition.

Effect of Accumulation Potential

The effect of accumulation potential on the stripping
peak current of the complex was examined over the poten-
tial range of 0 to —350 mV. As shown in Fig. 3, the peak
current increased with changing potential from 0 to —100 mV.
The peak current decreased due to changing potential
from —100 to —350 mV due to complex reduction during
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Figure 3. Effect of accumulation potential. Other conditions are
the same as in Fig. 1.
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Figure 4. Effect of accumulation time on the peak current. Other
conditions are the same as in Fig. 1.

adsorption step. An accumulation potential of —100 mV
was used for the optimized analytical procedure.

Effect of Accumulation Time

The accumulation time is always important factor in
stripping voltammetric analysis because of its prevailing
influence on sensitivity and detection limit of the method.
The effect of accumulation time on the peak current of
complex (Cu-ETSC) was carried out as shown in Fig. 4
after increasing the accumulation time from 60 s
onwards. The variation of adsorption time between 0 and
90 s at an adsorption potential of —100 mV showed that
the peak current increased with the increase of accumu-
lation time up to 60 s and then decreased. However, fur-
ther increase of accumulation time does not cause the
obvious enhancing of the stripping peaks current, which
is probably due to the saturation loading of the electrode
surface.?® Therefore, accumulation potential of 60 s was
selected as an optimum accumulation time for further
experiments.
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Figure 5. Effect of stirring rate on the peak current of copper
(II). Other conditions are the same as in Fig. 1.

Effect of Stirring of the Solution

In order to increase the adsorption rate, stirring of the
solution during the accumulation of analyte seems to be
effective. To prevent the perturbation of the adsorption
rules; optimization of stirring speed is suggested. We observed
that the accumulation amount of Copper-ligand on the
hanging mercury drop electrode enhanced as stirring speed
increased until reaching a maximum value at about 400
rpm and then decreased at higher stirring speed Fig. 5.
This may be attributed to more distribution of the solution
that may perturb the adsorption stripping governed in the
system. Therefore, 400 rpm was suggested as optimum stir-
ring speed for the accumulation of copper-ETSC on the
mercury electrode.

Effect of the Scan Rate

The observed stripping voltammetric signal can be fur-
ther maximized by adjusting the way the applied potential
was scanned. The relationship between the measured peak
intensity and scan rate was found to be directly propor-
tional over 12.5-100 mV/s scan rate (from studied range
12.5-100 mV/s). However, when scan rates faster than 50 mV/s
were employed, the peak current decreased slightly. The
influence of scan rate on the observed voltammetric sig-
nal is illustrated in Fig. 6, which indicates that scan rate
value of 50 mV/s would be adequate optimum for suc-
ceeding investigations.

Influence of 4-Ethyl-3-thiosemicarbazide Concentra-
tion

The influence of 4-ethyl-3-thiosemicarbazide concen-
tration on the sensitivity of proposed method was studied
for the range 2.5%1077— 4.25x107° M. The obtained results
Fig. 7 show that with increasing the 4-ethyl-3-thiose
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Figure 6. Effect of scan rate on the peak current copper (II).
Other conditions are the same as in Fig. 1.
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Figure 7. Effect of 4-ethyl-3-thiosemicarbazide concentration on
the peak current of copper (II). Other conditions are the same as
in Fig. 1.

micarbazide concentration up to about 3.25x107° M, the
cathodic stripping peaks current of Cu-ETSC increased
and then were leveling off at higher concentrations. This is
due to the competition of ETSC with Copper complexes
for adsorption on the HMDE. So, an optimum 4-ethyl-3-
thiosemicarbazide concentration of 3.25x10° M was
selected for further experiments.

Table 1 shows a comparison between detection limit,
linear dynamic range and accumulation time of the pro-
posed method and those previously reported. According
to the results, the limits of detection of these methods are
reported to be not good.”*° Some others need a long
deposition time,*'* or have a low linear dynamic
range,>>*° in a recent work has a good detection limit and
low linear dynamic range.’” But in the current paper, the
deposition time is short (60 s), and detection limit is very
low compared to many previously reported research
works.
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Table 1. Some critical points in present work compared with some previous works performed by adsorptive stripping voltammetry applied

for determination of copper

Ligand LOD (ng/mL) Dynamic range (ng/mL)  Accumulation time (s) Reference
Morin 0.6 0.2-130 60 29.
Thymolphtalexone 0.4 0.5-100 60 30.
2,7-PADN 0.51 0.6-64.0 240 31.
Bis (acetylacetone) ethylenediimine 1.02 3.18-63.6 600 32.
Nuclear fast red 0.2 1-100 180 33.
Cyclopentanone thiosemicarabzone 0.2 0.1-99.8 150 34.
DMG and catechol (mixed) 0.03 0.03-6.35 60 35.
5,5-Dimethylcyclohexane-1,2,3-trione 1,2-dioxime 0.49 0-35 60 36.
3 thiosemicarbazone
Thiosemicarbazide 0.007 0.01-90.0 60 37.
4-Ethyl-3-thiosemicarbazide 0.001 0.003-125 60 This work
Table 2. Tolerance limit of foreign ions on copper (II) (50 ng/mL)
determination by proposed procedure 20
Foreign ions Tolerance limit Recovery

[Wroreign ion/ Weuan] (%) 15
Zn*" 1000 98.9 g
Pb** 1000 95.6 ‘g 10
K*, Na*, Mg*", Ca**, CI” 850 98.7 3
Cr? 500 96.8
cr' 500 95.1 *
Cd*, Mn* 500 97.8
Co* 250 95.3 0+

0 -200 -400 -600 -800 -1000

Effect on Interferences

Possible interference by other metals with the adsorp-
tive stripping voltammetry of copper was investigated by
the addition of the interfering ion to a solution containing
50 ng/ml of copper(Il) using the optimized conditions. A
study of potential interferences in the determination of
copper was performed. The tolerance limit was defined as
the amount of foreign ions causing a change less than 5%
in the recovery of Cu(Il). Table 2 shows the results. As can
be seen a very good selectivity is achieved. As most of the
samples, especially, biological samples do not contain
these interfering ions at such a high concentration, so the
specificity of this method for such samples cannot be ignored.
However, no such interference was observed with other
ions as mentioned above.

Potential (mV)

Figure 8. Voltammetric response from adsorptive stripping vol-
tammetry of 25, 50, 75, 100 and 125 ng/ml copper concentration
and Cersc=3.25x10"° M measured on a mercury electrode in
pH=10.3 potassium acetate buffer using a 60 s accumulation time at
a potential of —100 mV, Stirring rate 400 rpm and Scan rate is 50
mV/s.

Accuracy, Precision and Detection Limits

A linear response over the concentration range of 0.003
to 125 ng/mL Cu(Il) was observed under optimum con-
ditions, with correlation coefficient of 0.999 Fig. 8. The
detection limit for copper was found to be 0.001 ng/mL.
The accuracy, recovery and precision of the method used
were tested in 10 replicate tests with a reference materiel
(Seronorm Trace Elements Whole Blood, levels 1 and 3,
Billingstad, Norway) (7able 3). All samples and standards
were analyzed by duplicates.

Table 3. Accuracy, precision and recovery of the method against a standard reference material

Material Mean + SD (ng/mL) Acceptable range Accuracy Precision Recovery
Certified Measured (ng/mL) (%) (%) (%)

(level 1, MR4206) 564+5.4 550.191£5.268 531-597 97.55 2.05 98.67

(level 3, 0512627) 1740+151 1673.392+145.219 1438-2042 96.17 2.71 96.01
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The mean and standard deviation of fifteen healthy human
in the western Algerian population (Tlemcen city) were
886.468+248.936 ng/mL. The range for all samples was
439.016—1271.774 ng/mL. No significant differences were
observed in blood copper concentrations after applying to
them the Student’s t-test.

CONCLUSION

The present study demonstrates that adsorptive stripping
voltammetry of copper based on accumulation of copper-
4-ethyl-3-thiosemicarbazide complex can be used to deter-
mine trace amounts of copper in real samples. The detec-
tion limit of this technique is 0.001 ng/mL copper (II) at a
collection period of 60 s. In conclusion, this method offers
a practical potential for trace determination of copper with
high selectivity, sensitivity, simplicity and speed that have
not been present together in the previously reported systems.
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ABSTRACT

An electroanalytical method has been developed for the determination of zinc in whole blood by differential pulse
anodic stripping voltammetry (DPASV) on a hanging mercury drop electrode (HMDE). The best conditions were found to
be electrolyte support perchloric acid 0.02M, an accumulation potential of -1150 mV, and an accumulation time of 60 s.
The optimum value of stirring rate was determined to be 400 rpm. The correlation coefficient and relative standard
deviation were 0.9999 and 3.96% respectively with a detection limit of 0.86 pg L™. Zinc levels in whole blood samples of
53 healthy subjects living in Tlemcen (west Algeria).
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1. INTRODUCTION

Environmental pollution has given rise to concern about the accumulation of heavy metal in human body [1]. In
order to trace the exposure and absorption of such element, biological indicators such as blood, hair, and urine are often
analyzed [2]. Zinc is one of the important trace elements related to health and disease. It plays an important role in human
growth; it has a recognized action on more than 300 enzymes, by participating in their structure or in their catalytic and
regulatory actions [3, 4]. It is a structural ion of biological membranes and it's closely related to protein synthesis [5, 6].
Zinc deficiency has long been recognized as a role-playing in a number of physiological disorders, including dermatologic
conditions such as eczema, acne, and psoriasis [7-11]; poor wound healing [12-14 ]; growth retardation [15-17]; delayed
sexual maturity [18]; hypogeusia and chronic immunodeficiency [19]. In most cases, abnormally low levels of zinc appear
to involve a malfunction of the metal-binding protein metallothionein [20, 21]. The choice of a method will depend in
particular on nature of the studied medium, amongst elements to be proportioned and their concentrations, amongst
analyses to be carried out, of the speed required of the analysis, the precision imposed on proportioning and finally of the
equipment which one lays out or which one can lay out. The electrochemical methods have many advantages compared
with the spectrometric methods, the equipment being less expensive and measurements being able to be realized in
difficult mediums of access [22]. These methods ensure the transformation of a concentration of species into solution into
an electric quantity measured by means of simple mathematical relations. Among the electrochemical methods most
recent, the stripping voltammetry is a precise, significant and selective method electrochemical [23]. The objective of this
work is to study the influence of the principal experimental parameters on the current of stripping, namely the effect of
electrolyte support, potential of accumulation, the time of deposit and stirring rate of the solution in order to determine the
concentration of the zinc dissolved in whole human blood.

2. Experimental
2.1. Apparatus

Anodic stripping voltammetry measurements were performed using a commercially available TraceLab 50 trace
analysis system. It consists of POL150 polarographic analyzer, MDE150 polarographic stand and TraceMaster 5 software
(Radiometer Analytical S.A, France). The three electrodes system consists of a working hanging mercury dropping
electrode (HMDE) that was renewed prior to each measurement, a platinum auxiliary electrode and Ag|AgCl saturated
with KCI as reference electrode.

2.2. Reagents

All chemicals used were of analytical-reagent grade or the highest purity available. Aqueous solutions were
prepared by dissolving a certain amount of chemicals into high-purity deionized (DI) water (MilliQ water system). Acids
used for the analysis, the nitric acid (69.5%, Fluka) and the perchloric acid (70-72%, Merck). Stock solutions of zinc (1000
ppm, atomic adsorption standard, Aldrich), were diluted daily as required.

2.3. Sample digestion

A 1.0 ml of whole blood in a long-necked 50 ml flask, 4.0 ml of acid mixture (3 ml HNOs; and 1 ml HCIO,4) was
added in flask. The temperature is maintained with 150°C during 4 hours and then the temperature is fixed at 200°C until
quasi total evaporation of the contents [24]. After cooling, we add the same mixture of acids to the residue, then we let
evaporate until obtaining a dry residue [25]. This residue is taken again by 5 ml of nitric acid with 0.25% and preserved in
polyethylene tubes [26, 27]. In this case, the mixtures of strong acids used allow, in combination with high temperatures, to
destroy the organic matter and to transform it into by-products of gas reaction, which are then eliminated under the hood.
Itis in fact necessary, to reduce the contaminations, to use quantities as weak as possible reagents.

2.4. Voltammetric Measurement

A 10 mL sample solution, containing of perchloric acid was transferred to the voltammetric cell and purged with
nitrogen for 5 min. The accumulation potential (-1150 mV) was applied to a fresh mercury drop for 60 s while the solution
was stirred. Following the accumulation period, the stirring was stopped, and after 20 s the second-order derivative linear
scan voltammogram was recorded by applying a positive-going potential scan at 20 mV s™. The concentration of zinc in
the samples was determined using standard addition method. Reagent blanks were taken along with each batch of
samples and the metal concentration observed in these blank samples were subtracted from the corresponding batch of
field samples.

3. Results and discussion
3.1. Effect of concentration of electrolyte support

In a first step, the effect of concentration supporting electrolyte was investigated. Fig. 1 shows the influence of the
concentration HCIO4. The effect of electrolyte support on peak current was studied with concentration in the range from
0.01 to 0.1M. A decrease in the current is observed when the concentration electrolyte support is higher than 0.02M. Thus,
the optimum concentration for further studies was fixed in 0.02M.
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Fig. 1. Relationship between concentration of electrolyte support and measured current values.
Conditions: solutions containing 70 pg L of zinc; deposition potential is -1150 mV;
Stirring rate is 400 rpm and accumulation time is 60 s.

3.2. Effect of deposition potential

In the stripping procedure, the determination of the elements is based on the use of a deposition potential. The
optimum deposition potential must be obtained. For this purpose, the deposition was carried out on the HMDE for 60 s at
several selected deposition potentials. The relation between the peak current and the deposition potential is shown in Fig.
2. The effect of the accumulation potential on the peak current was examined over the range from -1200 to -1050 mV. The
peak current increased gradually with changing potential from -1200 to -1150 mV, reached its maximum at -1150 mV and
decreased at more positive potentials. Therefore, an accumulation potential of -1150 mV was used in all experiments.

750 -
725 -
700 -

675 -
A
1 7N

650

Current (nA)

T T T T
-1200 -1150 -1100 -1050
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Fig. 2. Relationship between preconcentration time and measured current values. Conditions Fig.1.

3.3. Effect of accumulation time

The accumulation time is always important factor in stripping voltammetric analysis because of its prevailing
influence on sensitivity and detection limit of the method [28]. The effect of accumulation time on the zinc peak current was
studied in the 0 - 75 s range in solutions containing 70 ug L™ of Zn, as illustrated in Fig. 3. It is seen that the peak current
of the zinc increases linearly as accumulation time increases. At longer times the peak current decreased notoriously
became almost constant, probably due to saturation in the surface of the mercury electrode. For succeeding studies an
accumulation time of 60 s was chosen.

857 | Page December 15, 2013



& ISSN 2321-807X

750 — /
600 — /

450 - /

300

Current (nA)

150 4 Lo

T T T T T T
o 15 30 45 60 75

Preconcentration Time (s)

Fig. 3. Relationship between accumulation time and measured current values. Conditions Fig .1.

3.4. Effect of stirring rate

Stirring intensity is one of the important parameters that affect the accumulation efficiency. Agitation of the
sample solution facilitated the mass transfer process. In present work, the samples were agitated at various stirring rates
(150, 225, 300, 400 and 525 rpm). The result showed that the current intensity efficiency was first improved with increased
agitation rate before 400 rpm and then decreases starting after this agitation rate (Fig.4). Hence, a stirring rate of 400 rpm
was chosen for further studies.
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100 200 300 400 500

Stirring rate (rpm)

Fig. 4. Relationship between stirring rate and measured current values. Conditions Fig.1.

3.5. Calibration data

For the evaluation of the analytical parameters (the recovery percentage, standard deviation, accuracy and
precision), a study of the influence of the concentration of the zinc was made in aqueous solution under the optimal
conditions mentioned above. It is observed that the precision is 3.96%. This is strong evidence that this method is precise
and reproducible. Furthermore, the percentage recovery of the zinc determination was tested by measurement of a
standard reference material, and by comparison of results obtained by ASV with those obtained by inductively coupled
plasma sector field mass spectrometer (ICP-SFMS) for the same set of samples, seronorm (level 3,0512627) was used
as the standard whole blood certified reference materials with the recommended concentration of zinc is 97.75% which is
an indication that this method is accurate for zinc is 97.42%. A linear response over the concentration range of 2.87 10°to
1625 ug L™ zinc was observed under optimum conditions, with correlation coefficient of 0.9999. The detection limit for zinc
was found to be 0.86 ug L™ estimated from 10 replicate determination of blank solution. This limit is better than coupling
ICP-MS [29].

3.6. Application to blood samples

Blood zinc levels in female subjects ranged from 5001.981 to 8109.407 ug L with a mean value of
6489.268+838.224 g L™. Zinc concentrations determined in male subjects ranged from 4987.172 to 8701.501 pg L™ and
presented a mean concentration of 6903.542+897.108 ug L* (Table 1). No significant differences were observed P <
0.001 in blood zinc concentrations among women and men after applying to them the Student’s t-test.
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Table 1 gives the results of means zinc concentrations, S.D.s, range, and 95% confidence intervals
for the mean present at blood samples of healthy individuals grouped according to sex.

Sex n MeanzSD (ug L™ 95% Confidence Range (ug L™)

Men 27 6903.542+897.108 6548.658+ 7258.426 4987.172-8701.501
Women 26 6489.268+838.224 6150.298+6828.238 5001.981-8109.407
All 53 6700.313+885.313 6456.144+6944.482 4987.172-8701.501

The level concentration of zinc that we found in this study (mean 6700.313 ug L'l) that we found is very much in
line with the values for an ltalian population 6597 ug Lt [30], Czech Republic population 6842 ug L* [31] and Chinese
population 6399 pg Lt [32]. As an application the figure below represents a voltammograms relating to the proportioning
of zinc in the blood starting from the conditions which were optimized previously (Fig.5). The zinc concentration of this
sample is equal 7169.263 ug L ™.

1200 —
1000 —
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400 -

200

T T T T T T T
-1150 -1100 -1050 -1000 -950 -900 -850
Potential (mV)

Fig. 5. Typical voltammograms for the determination of zinc contents in a whole blood sample
by the standard addition method. Conditions: Eacc=-1150 mV; v = 20 mV s tace = 60 s.

4. Conclusion

The optimized method has been successfully applied to the determination of zinc in whole blood with good
accuracy and precision. The proposed method is inexpensive and fast. The detection limit of 0.86 ug L™ can be lowered
further by increasing accumulation time. Acceptable agreement was found between the results obtained and the values of
certified reference material. Moreover, and in the lack of bench-mark data regarding the standard rates of the blood of the
trace elements in a healthy Maghrebian population, this work constitutes a first contribution to the establishment of a
specific database to the town of Tlemcen.
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Résumé. L’objectif est la détermination des conditions opératoires optimales
afin de trouver la concentration du cadmium et du plomb dissous dans le sang
humain. La polarographie a redissolution anodique a impulsion différentielle
sur une électrode a goutte de mercure pendante (HMDE) est une méthode élec-
troanalytique qui a été développée pour le dosage du cadmium et du plomb dans
le sang total. Des meilleures conditions ont été trouvées, 1’électrolyte support
acide perchlorique est de 0,02 M, le potentiel d’accumulation est de - 950 mV, le
temps d’accumulation est de 320 s. Les limites de détection obtenues sont égales
20,46 et 0,08 ng/mL respectivement pour le plomb et le cadmium. La méthode
développée a été validée par ’analyse des matériaux de référence certifiés de
sang total.

Mots clés : cadmium, plomb, sang total, voltamétrie a redissolution anodique
a impulsion différentielle (DPASV)

Abstract. The objective is the determination of the conditions operating opti-
mal to determine the concentration of the cadmium and the lead dissolved
in the human blood. An electroanalytical method has been developed for the
determination of lead and cadmium in whole blood by differential pulse anodic
stripping voltammetry (DPASV) on a hanging mercury drop electrode (HMDE).
The best conditions were found to be electrolyte support perchloric acid 0.02 M,
the accumulation potential is -900 mV, and the accumulation time is 320 s. The
obtained limits of detection are equal to 0.46 and 0.08 ng/mL respectively for
the lead and the cadmium. The developed method was validated by the analysis
of reference materials certified by total blood.

Key words: cadmium, lead, whole blood, differential pulse anodic stripping
voltammetry (DPASV)

Certains éléments traces sont indispensables aux orga-
nismes vivants alors que d’autres, en revanche, ne sont pas
essentiels. La toxicité, méme a de trés faibles concentra-
tions, de certains de ces métaux non essentiels est reconnue.
L’exposition a des doses parfois faibles peut avoir des
conséquences importantes pour la santé. A long terme, le
cadmium est un métal présent a 1’état d’impuretés dans
divers minerais. Les deux principales sources d’exposition
au cadmium de la population générale sont I’alimentation
et le tabagisme [1]. Il est utilisé dans des batteries, accu-
mulateurs ou piles électriques alcalines (80 %) et dans des

Tirés a part : T. Attar

pigments de peintures ou de matieres plastiques (10 %).
L’inhalation de fumées d’oxyde de cadmium est a I’origine
de fievres d’inhalation ou de pneumopathies chimiques.
Apres la phase d’absorption, le cadmium présent dans le
compartiment sanguin est principalement intraérythrocy-
taire li¢ a I’hémoglobine [2] et il pourrait jouer un rdle
dans la survenue d’hypertension artérielle [3, 4]. Le cad-
mium plasmatique est, quant a lui, lié a des protéines de
haut poids moléculaire, essentiellement 1’albumine [5]. La
demi-vie sanguine du cadmium, correspondant a la durée
d’élimination de la moitié de la quantité de cadmium présent
dans le sang, est d’environ 100 jours [6]. Une exposition
prolongée de 1’organisme développe des troubles rénaux,
des maladies obstructives respiratoires et osseuses [7]. Le
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plomb est I’'un des métaux les plus anciennement et les
plus largement utilisés par ’homme. Sa toxicité est connue
depuis I’ Antiquité et elle est toujours d’actualité : les expo-
sitions professionnelles au plomb restent tres fréquentes ;
la libération d’écailles ou de poussieres par la peinture de
revétements muraux anciens et mal entretenus est la source
de nombreux cas de saturnisme infantile [8]. Une expo-
sition de breve durée a des concentrations élevées peut
causer un goQt métallique, des douleurs abdominales, des
vomissements, de la diarrhée, des convulsions, le coma et
méme entrainer le déces [9]. Toutefois, de telles intoxi-
cations sont rares. Les effets d’une exposition prolongée
a doses faibles sont moins perceptibles, mais non moins
dommageables pour la santé : anémie [10], déficience de
la fonction mentale et problemes neurologiques chez les
jeunes enfants [11]. La plombémie varie avec le sexe,
I’age, le lieu d’habitation, et la consommation de tabac et
d’alcool [12].

Le choix d’une méthode dépendra en particulier de la nature
du milieu étudié, du nombre d’éléments a doser et de leurs
concentrations, du nombre d’analyses a effectuer, de la
rapidité exigée de 1’analyse, de la précision imposée au
dosage et enfin de I’appareillage dont on dispose ou dont
on peut disposer. Les méthodes électrochimiques présentent
de nombreux avantages comparés aux méthodes spectromé-
triques, 1’équipement étant moins cofiteux et les mesures
pouvant étre réalisées dans des milieux difficiles d’acces
[13].

Le principe de base d’une mesure électrochimique repose
sur le fait que certaines molécules ou ions peuvent échanger
des électrons avec une électrode, ceci dans des conditions
analytiques bien définies, en particulier par le potentiel
auquel cet échange a lieu [14]. Parmi les méthodes électro-
chimiques les plus récentes, la polarographie a redissolution
est une méthode électrochimique précise, sensible et sélec-
tive [15].

Cette technique occupe une place particuliere car ses appli-
cations peuvent étre extrémement variées, aussi bien dans le
domaine de I’analyse minérale que dans celui de I’analyse
organique [16]. Son principe est habituellement basé sur
I’accumulation de métaux par réduction électrochimique
sur électrode de mercure, suivie de leur analyse qualitative
et quantitative.

Matériel et méthodes

Appareillage

La mesure de la concentration totale du cadmium et du
plomb dans le sang a été réalisée sur un stand MDE150.
La cellule polarographique est composée d’une électrode
de mercure a goutte pendante (HMDE), d’une électrode de
référence (Ag/AgCl/KCl 3M) et d’une électrode auxiliaire
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en platine. La formation des gouttes de mercure, et leur
maintien au bout du capillaire, sont assurés par un systeme
enticrement pneumatique. La solution est agitée a I’aide
d’un agitateur magnétique. L’échantillon est purgé par de
I’azote préalablement saturé en eau.

Réactifs utilisés

La solution du cadmium et du plomb qui a servi aux analyses
voltamétriques se prépare tous les jours par dilution de la
solution 1 g/L (Pro Analysis Sigma-Aldrich). Les acides uti-
lisés pour I’analyse sont I’acide nitrique (pureté supérieure
269,5 %, Fluka), et I’acide perchlorique (70-72 %, Merck).
Chaque dosage a été précédé d’un nettoyage poussé des
électrodes et de la cellule électrolytique a 1’acide nitrique
10 % et d’un ringage par 1’eau ultra-pure MilliQ Gradient
A10 (resistivité 18,2 M2 cm).

Procédure de minéralisation du sang

Nous avons utilisé pour la minéralisation du sang, un bal-
lon de 50 mL a fond plat et col long. A 1 mL de sang
(prélevé a jeun) sont ajoutés dans le ballon, 3 mL d’acide
nitrique et 1 mL d’acide perchlorique (3:1). La tempéra-
ture est maintenue a 150 °C pendant 4 h. Cette température
est ensuite fixée a 280 °C, jusqu’a évaporation quasi totale
du contenu. Apres refroidissement, nous ajoutons le méme
mélange d’acides au résidu, puis nous laissons évaporer
jusqu’a obtention d’un résidu sec. Ce résidu est repris par
5 mL d’acide nitrique a 0,25 % [17, 18], et conservé dans
des tubes en polyéthylene.

Résultats et discussion

Détermination des conditions optimales

Effet de I’électrolyte support

Le premier parametre étudié est I’effet de la concentra-
tion de I’électrolyte support (I’acide perchlorique) sur la
sensibilité de la méthode proposée. Les concentrations en
électrolyte support testées sont : 0,01 M, 0,02 M, 0,03 M,
0,05 M a 0,1 M. Les résultats obtenus montrent que
I’augmentation de la concentration de 1’électrolyte support
diminue la sensibilité et la résolution 2 0,1 M (figure I). Les
intensités du pic du cadmium et du plomb atteignent des
valeurs maximales quand la concentration de 1I’électrolyte
supportest de 0,02 M. Cette concentration a donc été choisie
comme une concentration optimale par la suite.

Effet du potentiel d’accumulation

Le potentiel d’accumulation est un parametre important
pour les techniques d’analyse, et possede une influence non
négligeable sur la sensibilité de la détermination des métaux
lourds. L’effet du potentiel d’accumulation sur I’intensité
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Figure 1. Effet de I'électrolyte support sur l'intensité du pic dans
une solution contenant 0,85 p.g/L de cadmium et 75 pg/L de plomb.
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Figure 2. Influence du potentiel d’accumulation sur l'intensité du
pic du cadmium et du plomb.

du pic, du plomb et du cadmium, a été examiné dans la
gamme de potentiel qui varie entre - 950 mV et - 650 mV.
Les résultats obtenus montrent une augmentation significa-
tive de I’intensité du pic quand le potentiel est balayé vers
les potentiels les plus négatifs pour le plomb et le cadmium
(figure 2). Le courant atteint le maximum pour ces deux
éléments a - 900 mV. Ce potentiel a donc été choisi comme
potentiel d’accumulation dans la suite du travail.

Effet du temps d’accumulation

Le temps d’accumulation du plomb et du cadmium en
milieu acide perchlorique dans la gamme étant compris
entre 200 s et 360 s, nous avons procédé au tracé des pola-
rogrammes correspondants par redissolution anodique. Les

Ann Biol Clin, vol. 70, n° 5, septembre-octobre 2012
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résultats obtenus montrent une augmentation de I’intensité
du pic en fonction du temps d’accumulation, ce qui indique
une augmentation de la concentration des ions a la sur-
face de I’électrode (figure 3). Ces ions s’accrochent, en
effet, de plus en plus a la goutte de mercure pendant la
phase de déposition jusqu’a un certain plateau. L’intensité
du pic augmente considérablement avec le temps de dépdt
et devient constante par la suite pour le cadmium a partir
de 320 s. Pour minimiser le temps de dosage, nous avons
donc considéré comme temps de dépot optimum pour les
prochaines analyses celui de 320 s.

Validation et application

La linéarité est validée par 1’établissement de la droite de
régression sur la plage de concentrations allant de 1,53 a
164 ng/mL pour le plomb et 0,26 2 0,825 ng/mL pour le cad-
mium. Les coefficients de régression des deux éléments sont
dans cette gamme de linéarité et sont supérieurs a 0,9999,
avec une exactitude mesurée de 96,98 % pour le plomb et
96,19 % pour cadmium. Les valeurs certifiées du cadmium
et du plomb sont de 0,74 et de 27,6 wg/L respectivement,
avec une gamme de valeurs acceptables situées entre 0,68
et 0,80 pg/L pour le cadmium et entre 26,2 et 29,0 ng/L
pour le plomb, Seronorm ™ Trace Element Whole blood
(level 1, MR4206). Le taux de récupération du cadmium
et du plomb est calculé a partir du matériel de référence, il
est de 96,78 % et 97,17 % respectivement. Les limites de
détection obtenues par redissolution anodique sont égales
a 0,46 et 0,08 ng/mL respectivement pour le plomb et le
cadmium calculé a partir de 10 replica la solution a blanc.
Les résultats obtenus pour le dosage de 33 échantillons des
sujets sains sont présentés dans le fableau 1.

La figure 4 représente un polarogramme relatif au dosage
du cadmium et du plomb dans le sang minéralisé a partir
des conditions qui ont été optimisées précédemment. Les
concentrations en cadmium et en plomb dans cet échan-
tillon, calculées apres soustraction de 1’effet du blanc, sont
égales a 0,851 pg/L pour le cadmium et 76,824 pg/L pour
le plomb.

Conclusion

Nos résultats expérimentaux ont également montré que la
redissolution anodique a une électrode a goutte pendante de

Tableau 1. Le dosage de 33 échantillons de sang total.

Moyenne (n.g/L) Intervalles (ng/L)
Cadmium 0,720 £ 0,121 0,451-1,032
Plomb 86,981 + 15,230 49,989-150,961
P < 0,01
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mercure suivie par polarographie impulsionnelle différen-
tielle est suffisamment sensible pour le dosage du cadmium
et du plomb dans le sang. La voltamétrie a redissolution
anodique présente également I’avantage d’étre peu oné-
reuse comparée a d’autres méthodes d’analyses telles que
I'ICP-MS ; elle est de surcroit précise et sélective, d’ou
I’intérét de son utilisation pour la spéciation des éléments
traces.

De plus, et en ’absence de données de référence concer-
nant les normes des taux sanguins des éléments traces dans
une population algérienne saine, ce travail constitue donc
une premiere contribution a I’établissement d’une base de
données spécifique a la ville de Tlemcen.

Conflits d’intéréts : aucun.
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Abstract

An electroanalytical method has been developed for the determination of copper in whole blood by differential pulse anodic
stripping voltammetry (DPASV) on a hanging mercury drop electrode (HMDE). The best conditions were found to be
electrolyte support perchloric acid 0.03M, an accumulation potential of - 150 mV, and an accumulation time of 175 s. The
optimum values of stirring rate and scan rate were determined to be 525 rpm and 5 mV/s. Calibration curve is linear in the
range 5.40 to 1015 pg/L with a detection limit of 1.62 pg/L. The correlation coefficient and relative standard deviation were
0.9999 and 4.29%. Copper levels in whole blood samples of 48 healthy subjects living in Tlemcen (west Algeria), the mean
concentration of blood copper in forty eight healthy persons was 971.137+238.685 pg/L. The developed method was validated

by analysis of whole blood certified reference materials.
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1. Introduction

Copper is an essential trace metal that is important to support
biological functions for the human organism, forming part of
many copper-dependent enzymes and proteins joined to
copper [1]. Of these enzymes it is important to notice those
involved in oxide-reduction processes [2,3], when overt Cu
deficiency occurs, symptoms include neutropenia, cardiac
disorders, osteoporosis, and anemia [4]. Exposure of the
general population to this essential trace element is of minor
importance, limited to normal dietary intake of copper
naturally occurring in plants, meat, and in drinking water.
Differential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV)
has proved a powerful method for the characterization and
quantitative  detection of trace metals, analyte
preconcentration onto a working electrode surface and metal
deposition/stripping detection steps were involved during one
electroanalytical circulation. Anodic stripping voltammetry
(ASV) have important advantages including high sensitivity,

low detection limit, relative simplicity and low cost of
equipment [5-7]. The application of voltammetric techniques
in the determination of trace copper has been reviewed [8].

In this study, we determined the whole blood copper
concentrations in a total of 48 healthy subjects in Tlemcen
(west Algeria) by Differential pulse anodic stripping
voltammetry. The accuracy and precision of the method was
checked previously. The copper concentration was primarily
determined in a standard reference material a certified content
in copper in order to compare the present method with that
established as a reference one.

2. Experimental

2.1. Apparatus:

Anodic stripping voltammetry measurements were performed
using a commercially available polarography system POL
150 potentiostat linked to a polarographic stand MDE 150
and monitored by the Trace master 5 software (Radiometer
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Analytical S.A, France). The three electrode system consists
of a working hanging mercury dropping electrode (HMDE)
that was renewed prior to each measurement, a platinum
auxiliary electrode and Ag/AgCl saturated with KCI as
reference electrode.

2.2. Reagents:

All chemicals used were of analytical-reagent grade or the
highest purity available. Aqueous solutions were prepared by
dissolving a certain amount of chemicals into high-purity
deionized (DI) water (MilliQ water system). Acids used for
the analysis, the nitric acid (69.5%, Fluka) and the perchloric
acid (70-72%, Merck). Stock solutions of copper (1000 ppm,
atomic adsorption standard, Aldrich), were diluted daily as
required.

2.3. Procedures:

2.3.1 Blood sample preparation.

The samples (1 mL) were then digested with nitric acid and
perchloric acid (3:1). Digested samples were made up to 5
mL using 0.25% nitric acid. Special care was taken to avoid
all contaminations [9].

2.3.1. Voltammetric Measurement:

0.5 ml of digested sample was transferred into the
voltammetric cell containing 10 ml of perchloric acid. Prior
to electrochemical measurements, the solutions were
deoxygenated by purging them for 5 min with pure nitrogen.
The concentration of copper in the samples was determined
using standard addition method. Reagent blanks were taken
along with each batch of samples and the metal concentration
observed in these blank samples were subtracted from the
corresponding batch of field samples.

3. Results and discussion

3.1. Optimization of the experimental parameters:

Although the DPASV is a very sensitive technique, the
response obtained (i,) is notably influenced by variables
such as time (#.) and potential (E,.) of accumulation,
concentration of the electrolyte support and stirring rate.
Therefore, it is necessary to optimize those parameters which
may have an influence on the measurement current in order to
improve the quality of the analytical results.

3.1.1. Effect of concentration of electrolyte support:

In a first step, the effect of concentration supporting
electrolyte was investigated. Shows the influence of the
concentration HCLO, (Fig. 1). The current of the peak
depend on the concentration of electrolyte support. The peak
current with concentration in the range from 0.01 to 0.1M. A
decrease in the current is observed when the concentration
electrolyte support is higher than 0.03M. Thus, the optimum
concentration for further studies was fixed in 0.03M.

3.1.2. Effect of accumulation potential:

Accumulation potential is an important parameter for
stripping techniques that influences the sensitivity of the
determination. The effect of the deposition potential on
the stripping signals of copper ion was studied in the potential
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Fig. 1 Effect of electrolyte support. Accumulation at - 150

mV, 525 rpm, pulse amplitude 50mV, pulse repetition time 1

s, scan rate 5 mV/s.
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Fig. 2 Effect of accumulation potential on the peak current,

conditions same as in Fig. 1.

range from - 300 to - 100 mV, and the results are shown in
(Fig. 2). It was observed that the current of the Cu peak
increases as the potential changes from - 300 to - 100 mV and
then slowly decreases. So - 150 mV was used to achieve high
sensitivity and better response.

3.1.3. Effect of accumulation time (tae):

The accumulation time is always important factor in stripping
voltammetric analysis because of its prevailing influence on
sensitivity and detection limit of the method. When the
accumulation time shifts from 25 s to 210 s, the stripping
peak currents increase greatly (Fig. 3). However, further
increase of accumulation time does not cause the obvious
enhancing of the stripping peak currents, which is probably
due to the saturation loading of the electrode surface, so the
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prolonged accumulation time does not cause more metal
ions to be reduced on the electrode surface. Thus, the
accumulation time of 175 s was chosen for all subsequent
analysis.

3.1.4. Effect of Scan Rate:

The influence of scan rate on the peak current was examined.
The scan rate was varied from 2 to 50 mV/s. Shows the
influence of the scan rate (Fig. 4). The peak current has
increased with an increase in the scan rate to 5 mV/s; after
that, the peak current has decreased. Therefore, 5 mV/s could
be selected for further studies.

3.1.5. Effect of stirring rate:

Stirring with the TraceLab instrument is performed with a
motorized propeller and controlled by the software. Stirring
intensity is one of the important parameters that affect the
accumulation efficiency. Agitation of the sample solution
facilitated the mass transfer process. In present work, the
samples were agitated at various stirring rates (225, 300, 400,
525, and 650 rpm). The result showed that the current
intensity efficiency was first improved with increased
agitation rate before 525 rpm and then remained nearly
constant after that (Fig. 5). Hence, a stirring rate of 525 rpm
was chosen for further studies.

3.2. Calibration data:

Illustrates the percentage recovery, standard deviation,
accuracy and precision (Table 1). It is observed that the
precision for two levels is 4.29 and 6.59%. This is strong
evidence that this method is precise and reproducible.
Furthermore, the percentage recovery of the copper
determination was tested by measurement of a standard
reference material, and by comparison of results obtained by
ASV with those obtained by inductively coupled plasma
sector field mass spectrometer (ICP-SFMS) for the same set
of samples, two levels seronorm were used as the standard
whole blood certified reference materials with the
recommended concentration of copper are ranging between
96.65 to 98.72% which is an indication that this method is
accurate for copper is ranging between 96.69 to 105.45.

A linear response over the concentration range of 5.4 to 1015
pg/L copper was observed under optimum conditions, with
correlation coefficient of 0.9999. The detection limit for
copper was found to be 1.96 pg/L estimated from 10 replicate
determination of blank solution.

3.3. Application to blood samples:

Blood copper levels in female subjects ranged from 399.168
to 1541.099 pg/L with a mean value of 990.225 + 262.876
pg/L (Table 2). Copper concentrations determined in male
subjects ranged between 498.586 and 1374.078 png/l and
presented a mean concentration of 952.049 + 215.757 ng/L.
No significant differences were observed P < 0.005 in blood
copper concentrations among women and men after applying
to them the Student’s t-test.

This higher efficiency in the copper absorption in women
can be due, in part, to the female hormones which have an
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Table: 1 Accuracy, precision and Recovery of the method against a standard reference material

. Mean+SD (pg/l) Acceptable ..
Material Certificd Measured e L) Accuracy Precision Recovery
Seronorm
(level 1,MR4206) 564+5.4 545.346.2 531-597 96.69 4.29 96.65
Seronorm
(level 3,0512627) 1740£151 1834£159 1438-2042 105.45 6.59 98.72

D' SERO's assessment

Table: 2 gives the results of means copper concentrations, S.D.s, range, and 95% confidence intervals for the mean present at

blood samples of healthy individuals grouped according to sex.

Sex n Mean + SD (pg/L) 95% Confidence Range (ug/L)
Women 24 990.225 +262.876 879.223 - 1101.229 399.168 - 1541.099

Men 24 952.049 + 215.757 860.943 - 1043.155 498.586 - 1374.078

All 48 971.137 £ 238.685 901.831 - 1040.443 399.168 - 1541.099

influence on the copper metabolism [10].

Table: 3 Reported copper levels in whole blood

Country Subject Overall mean (ug/L) References
Spanish 82 1070 [11]
Italy 215 1036 [12]
Germany 130 1020 [13]
Sweden 372 950 [14]
Brazil 253 920 [15]
China 120 (all Women) 1081 [16]
This study 48 971 -

The present study has revealed that blood copper level in the
western Algerian population is relatively low compared to
some world populations. (Table 3) summarizes the whole
blood selenium levels from different countries.

4. Conclusion

It is concluded that the DPASV based method described is
sensitive, accurate and precise, and can be applied to a wide
range of copper concentrations Further, It represents an
important analytical alternative for the clinical chemistry
laboratory.
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ABSTRACT

The objective is the determination of the condgiooperating optimal to determine the
concentration of the selenium dissolved in the humlaod. An electroanalytical method has
been developed for the determination of seleniunvhiale blood by differential pulse cathodic
stripping voltammetry (DPASV) on a hanging mercdrpp electrode (HMDE). The best
conditions were found to be electrolyte support 2ap mL* of copper in HCI 0.3M, the
accumulation potential is -325 mV and the accumaitatime is 300 s. The optimum value of
stirring rate was determined to be 400 rpBalibration curve is linear in the rang®75 10°to
3.25 pg  with a detection limit of 2@g L. The correlation coefficient and relative standard
deviation were 0.9999 and 1.62%he developed method was validated by the anabfsis
reference materials certified by total blood.

Key words: Selenium, whole blood, Differential pulse cathoslicpping voltammetry.

INTRODUCTION

The analysis of trace and ultra-trace elementsoistimuously stimulating the progress in
analytical chemistry. Environmental chemistry, catiemistry, biology, health, agri-food are
prescriptors of trace analyses, with continuoustyeasing exigencies: lowering detection limits,
lowering costs and analysis time [1]. Selenium tsage element associated with the activity of
the antioxidant enzyme glutathione peroxidases ltansidered to be a protective agent against
free radicals through enhanced enzyme activityk2khan disease is a dilated cardiomyopathy
closely related with a diet deficient in the mirlesalenium. It is named for the northeastern
Chinese county Keshan, where the disease prevaiemigh because of selenium-deficient soil
[3]. Selenium deficiency results in microangiopathyuscular dystrophy, edema, hemorrhage
and necrosis of the liver, impaired immune resppmapaired reproduction and sudden death
[4,5]. Furthermore, selenium status decreases olittage [6]. Therefore, marginal or deficient
selenium status may be a risk factor for a dedineognitive functions. Selenium and cognition
changes could also both reflect the ageing proféssSelenium toxicity can also develop
chronically with signs of weight loss, hair lossdamoof damage with resulting lameness [8]. If

400
www.scholarsresearchlibrary.com



Tarik. ATTAR et al Der Pharma Chemica, 2011, 3 (6):400-405

selenium deficiency is suspected, it is prudenundertake testing to confirm the diagnosis
rather than leaping straight to supplementationragarranted selenium supplementation could
have dire consequences.

The electrochemical methods have many advantagepared with the spectrometric methods,
the equipment being less expensive and measurerbemg able to be realized in difficult
mediums of access [9]. These methods occupy acpkatiplace because its applications can be
extremely varied, as well in the field of the mialeanalysis as in that of the organic analysis
[10]. Its principle is usually based on the accuatioh of metals per electrochemical reduction
on electrode of mercury, followed by their qualitatand quantitative analysis. Among the
electrochemical methods most recent, the strippioigammetry is a precise, significant and
selective method electrochemical [11].

In this work we will study the influence of the pcipal experimental parameters on the current
of stripping, namely the potential of accumulatitre time of deposit and the stirring rate of the
solution. The effects of scan rate, drop size, tinmapulse and equilibrium time on the
voltammetric response were examined in developinguitable analytical procedure for the
determination of selenium. The chosen working comls were: drop size of 1, scan rate of 20
mV s, duration pulse 20 ms and equilibrium time of &.khe objective is the determination of
the optimal operating conditions for each one athefe parameters in order to determine the
concentration of the selenium dissolved in whotsodl

MATERIALS AND METHODS

2. 1. Equipment

The measurement of the total concentration of asenn blood was carried out on a stand
MDE150. It is made up by Polarographic Analyzer R8Q; the unit is controlled by a
microcomputer, using the software Trace Mastereke@: The Polarographic cell is made up of
a mercury electrode with hanging drop (HMDE), of elactrode of reference (Ag/AgCI/KCI
3M) and of an auxiliary platinum electrode. Theusioin is agitated using a magnetic stirrer, the
cell of electrolysis to double wall, allows the teenature control by the circulation of the fluid.
The sample is purged by the argon saturated befoceWwith water. Equipment is installed under
a hood to minimize the contaminations.

2. 2. Reagents

The selenium solution which was used for the voltiim analyses prepares every day by
dilution of the solution 1g/L (Pro Analysis Sigmad#ch). Acids used for the analysis, the nitric
acid (high purity than 69.5%, Fluka), the perchdacid (70-72%, Merck) and hydrochloric acid
(37%, Merck). Each proportioning was preceded lfiaaough cleaning of the electrodes and
electrolytic cell with the nitric acid 10% and byriasing by ultrapure water (MilliQ Gradient
A10).

2. 3. Sample digestion

A 1.0 ml of whole blood in a long-necked 50 ml Kad.0 ml of acid mixture (3 ml HN&and 1

ml HCIO4) was added in flask. The temperature isntamed with 150°C during 4 hours and
then the temperature is fixed at 200°C until qu@isil evaporation of the contents. After cooling,
we add the same mixture of acids to the residuen the let evaporate until obtaining a dry
residue. Digestion was completed when the solutias clear. Finally 1 mL of HCI was added
in the residue until obtaining a dry residue. Tieisidue is taken again by 5 ml of nitric acid with
0.25% and preserved in polyethylene tubes [12,l83this case, the mixtures of strong acids
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used allow, in combination with high temperaturés, destroy the organic matter and to
transform it into by-products of gas reaction, whare then eliminated under the hood. It is in
fact necessary, to reduce the contaminations,dajuantities as weak as possible reagents. The
hydrochoric acid addition plays a very importanttp@r selenium (reduction of selenite a
selenate) [14,15]. This method of digestion wasaetl among so many others because it gave
the best results.

RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Effect of operational parameters

Taking into account that the differential pulsetaoimetry technique was used to develop the
method for quantitative determination of seleniuamd in order to choose the optimum
conditions, some analytical and instrumental patarsevere studied.

3. 2. Effect of the electrolyte support

The surface of the mercury electrode with hangimgpdis put in contact with a solution
containing of copper (ll) and of the selenium beeafrom an electrochemical point of view,
selenium alone cannot deposit directly on the nmrgrelectrode. For watch the effect of copper
on the electrolyte support we proceeded, by meatiseomethod of the proportioned additions,
with the layout of polarograms (Fig. 1) of 2 grougssolutions containing or not copper (groups
A and S respectively). The results obtained pravedeffect of copper on the linearity of the
answers obtained. In the cathodic stripping, itehthus not interferences between copper and
selenium, copper make it possible moreover to aswehe sensitivity of the peak of selenium
like obtaining a better linearity. The Copper camtcation was fixed, thereafter, with 200pug mL

! (in acid HCI 0.3M); this optimal value indeed gaxebest reproducibility and a good linearity.

In this preconcentration step, elemental coppesoas as deposited onto the mercury surface is
chemically oxidized by selenite to yield coppel) @élenide, according to the reaction pathway
(1,2). Subsequently, by applying a differential aulvoltammetric scan towards negative
potentials a cathodic peak is detected at -620 arMhe reduction of copper (ll) ‘reaction (3)’.
Copper is necessary to form copper selenite wtscime base of selenium determination. The
reactions can be written as [16]:

Cu® +Hg+2e™ - Cu(Hg) 1X
2Cu(Hg )+ H,Se0, +4e” +4H* _. Cu,Se Hg )+ 3H,0 @)
Cu,S€Hg)+ 2™ +2H* _ H,Se+ 2Cu(Hg) 3)

3. 3. Effect of the potential of accumulation

Accumulation potential is an important parametar styipping techniques that influences the
sensitivity of the determination. The effect of yiag deposition potential on the peak height for
selenium is shown in (Fig. 2). The effect of th@al&tion potential on the stripping signals was
studied in the potential range from -300 to -400 w&vsus reference electrode. The peak current
was found to increase with decreasing depositidential up to -325 mV. The peak currents
decreased in more negative potentials thereaftaus,Ta deposition potential of -325 mV was
chosen

3. 4. Effect of the time of accumulation

The deposition time is always important factor tinpping voltammetric analysis because of its
prevailing influence on sensitivity and detectiomit of the method. A pre-electrolysis was

studied between 120 and 360 seconds (Fig. 3). Eighhof the peak increases considerably
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with the time of deposit and decreases from 300eSthus regarded as optimum time of deposit
for the next analyses that of 300 S.

-350
-3004
-2504

goupe(S gaupe(A)

_ ] r=0,93263 r=0,99709
<é 200
= |
O 150

5

3 |
_100_
-50

0 T T T T T T T T T T T

-300 -400 -500 -600 -700 -800

Potentiel (mV)

Fig. 1. Effect of copper in support electrolyteE .= -325 mV,u = 400 rpm, ty.. = 300 s.

-80

-704

T T T T T T T
-300 -325 -350 375 -400
Potnetiel (mV)

Current (nA)

Fig. 2. Effect of deposition potential on peak cumnt. u = 400 rpm,t,.. = 300 s.

3. 5. Effect of stirring rate

Stirring intensity is one of the important paramgtéhat affect the accumulation efficiency.

Agitation of the sample solution facilitated the swatransfer process. In present work, the
samples were agitated at various stirring rate®,(225, 300, 400, and 525 rpm). The result
showed that the current intensity efficiency wastfimproved with increased agitation rate

before 400 rpm and then decreases starting afteagftation rate (Fig. 4). Hence, a stirring rate
of 400 rpm was chosen for further studies.

3. 6. Calibration data and Analytical application

A linear response over the concentration range #8.20° to 3.25 pg [* selenium was observed
under optimum conditions, with correlation coefici of 0.9999. The relative standard deviation
is 1.69%. The certified value of selenium is of&fg L, with a range of acceptable values
located between 74.4 and 85.2 pg, [Seronorm ™ Trace Element Whole blood (level 1,
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MR4206). The percentage recovery of the seleniuteroignation was tested by measurement of
a standard reference material is of 97.17%, witheasured exactitude is of 98.01% (n=06). As
an application the figure below represents a vattagrams relating to the proportioning of
selenium in the blood demineralized starting frone tconditions which were optimized
previously (Fig. 5). The selenium concentrationhi$é sample is equal 70.125 pg.L

T

Current (nA)
g

Time (sec)

Fig. 3. Effect of deposition time on peak currentE,.=-325 mV, u = 400 rpm.
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| |
-704
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£
€ [ 1
g
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T T T T T T T T
200 300 400 500
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Fig. 4. Effect of stirring rate on peak current.E,.= -325 mV, t,.. = 300

el
@ r=(19099
-1
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E’ -190
B
g -10
=]
o T T T T T T
e k] o k] -HD L= ] zu 4]
s Patuntil (=i

Fig. 5. Determination Effect of selenium in whole lood. (@): solution electrolyte support,(b):(a)+
demineralised blood, €):(b)+(X=0.20 pg L), (d):(c)+X, (€):(d)+X.
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CONCLUSION

The experimental results and those obtained bwliagytical calculation of validation, enable us
to conclude that the cathodic stripping in modesatdd on electrode with hanging mercury drop
has the advantage of being fast, reproducible,ispand does not ask a special installation for
the proportioning of selenium. Indeed, the limitdeftection obtained is better than that reported
in the literature in same the conditions [17]. THBCSV also has the advantage of being not
very expensive compared with other methods of amalyuch as the ICP-MS; it is in addition
precise and selective. From where interest ofsesfar speciation of the elements traces.

REFERENCES

[1] P. ToulhoatQil & Gas Science and Technolo@p05 60, 967-977.

[2] F. Tessier, P. Marconnetcience & Sportd995 10, 1-13.

[3] MD. Li. Guangsheng, MD. Fan-Wang, MD. Deren-igamMD. Cai Li, Humain pathology
1985 16, 602-609.

[4] A. Lescure, M. Deniziak, M. Rederstroff, A. Hr&Chem Biodivers2008 5, 408-413.

[5] A. L. Trapp, K. K. Keahey, D. L. Whitenack ai@l K. Whitehair,Med. Assoc197Q 157,
289-300.

[6] L. Savarino, D. Granchi, G. Ciapetti, E. Cen@, Ravaglia, P. Forti, F. Maioli and R.
Mattioli. Exp Gerontol2001, 36, 327-339.

[7] C. Berr, B. Balansard, J. Arnaud, AM. Rousgel Alperovitch. J Am Geriatr So200Q 48,
1285-1291.

[8] LJ. Sioris, K. Cuthrie, PR. Pent&leterinary and human toxicolog98Q 22, 364-369.

[9] Mary-Lou. Tercier, J. Buffle, F. Graziottiklectroanalysis1998 10, 355-363.

[10] A. M. Pércio, K. O. Aniy, T. lracemd,alanta 1993 40, 1167-1171.

[11]. R. J. C. Brown, M. R. Roberts, D. J. L. Bréthal. Chim Acta2009 635, 1-5.

[12] R. K. Mahajan, S. Walia, P. Tejinder, K. Supgita8umanjit,Online Journal of Health and
Allied Sciences2005 4, 1-8.

[13] R. Inam and G. SomeTalanta 1998 46, 1347-1355.

[14] M. G. Ventura, S. Vekoslava, Carmo-Freitas.rislaand A. M. G. Pachecd;ood
Chemistry 2009 115, 200-206

[15] R. Toniolo, F. Tubaro, S. Bin, A. Pizzariell§, Susmel, N. Dossi, and G. Bontempelli,
Talanta 2009 78, 753-758.

[16] R. Piech, W. Kubiak, WElectrochimica Acta2007, 53, 584-589.

[17] M. A. Moreno, C. Marin, F. Vinagre and P. OQstauk,Sci. Total Environ1999 229, 209-
215.

405
www.scholarsresearchlibrary.com



Biol Trace Elem Res (2012) 147:44-48
DOI 10.1007/s12011-011-9287-3

Whole Blood Selenium Levels in Healthy Adults

from the West of Algeria

Nouria Dennouni-Medjati - Yahia Harek - Attar Tarik -
Larabi Lahcene

Received: 21 October 2011 /Accepted: 22 November 2011 /Published online: 6 December 2011

© Springer Science+Business Media, LLC 2011

Abstract The purpose of this study was to assess whole
blood selenium levels of 300 healthy adults living in four
selected areas of the west of Algeria. Selenium was mea-
sured using differential pulse cathodic stripping voltamme-
try with a detection limit of 29.20 ug/L. The mean of whole
blood selenium concentrations was 85.65+21.60 ug/L rang-
ing between 30.90 and 144.04 ug/L. This concentration did
not vary significantly (P>0.05) in relation to the gender of
the subject, with concentrations of 87.75+21.30 pg/L in
men and 83.95+21.60 pg/L in women group. Individuals
older than 60 years had a whole blood selenium concentra-
tion significantly lower than the rest of the population.
However, the measured selenium concentrations in the res-
idential areas were not statistically different (P>0.05). A
total of 32 (10.70%) individuals exhibited whole blood
selenium level below 60 pg/L. These results are similar to
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those of some European countries but are much lower than
data observed in USA or seleniferous regions.

Keywords Selenium (Se) - Whole blood - Healthy
Algerian - DPCSV

Introduction

Selenium (Se) is an essential micronutrient to human health
[1-3]. The interest concerning this element has increased
considerably since the discovery of its nutritional essential-
ity by Schwartz and Foltz in 1957 [4]. The biological actions
of selenium are mediated by several selenium-dependent
enzymes, the best known of which are glutathione peroxi-
dase [5], thioredoxin reductase [6], and the iodothyronine
5’-monodeiodinase [7].

Selenium is unevenly distributed on the Earth’s crust with
low-selenium regions predominating [8]. Geographic differ-
ences in the content and availability of selenium from soils
to food crops and animal products have a marked effect on
the selenium status of entire communities [9]. For example,
the dietary selenium intakes of adults vary from 3 to 11 pg/day
in Keshan disease area to 1,338 ug/day in naturally high-
selenium region of China [10—-12].

Some epidemiological studies suggest low selenium
levels might predispose an individual to an increased inci-
dence of cardiovascular disorders, certain types of cancer,
and cretinism in populations from areas with low environ-
mental availability of selenium [13—17]. Deliberate impor-
tation of cereals from areas with relatively high available
selenium in soil has occurred or been recommended in some
low-selenium areas of former USSR, Finland, New Zealand,
and the UK after steady declines in the selenium status of
some communities were noted [9, 18].
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Table 1 Accuracy and precision
of the assay

Reference material Certified mean=+ Observed mean=+ Accuracy Precision
SD (ug/L) SD (ug/L) (%) (%) R.S.D
Seronorm ™Trace Element Whole 79.8+5.4 81.3+6.2 98.12 7.62
blood (level 1, MR4206)
Seronorm ™Trace Element Whole 146+10 142.1+10.2 97.33 7.17

R.S.D. Relative standard devia-

blood (level 3, 0512627)
tion, SD standard deviation

In Algeria, no data are available in the literature regard-
ing the selenium status in general population. Thus, the
present study is designed to evaluate whole blood selenium
levels in apparently healthy individuals from Tlemcen
department, west of Algeria. The influence of several factors
such as age, gender, residential area is also considered.

Material and Methods
Study Area

The department of Tlemcen is situated in the northwest of
Algeria. It is characterized by four big natural groups which
are distinct and can be identified as follows: the littoral
group, the sublittoral plain, the mountainous group, and
the high steppe plains. The studied regions were Tlemcen
city (mounts), Sebdou city (mounts), the littoral region of
Honaine, and sublittoral plain of Maghnia.

A total of 300 healthy adults who are between 20 and
72 years of age, from the four regions agreed to participate
at the study. Age and gender distributions were similar to the
entire population, except for those over 60 years, who were
underrepresented. They had to answer to a standardized
questionnaire. All the subjects were disease-free and did
not take any medication. The ethic committee at the Uni-
versity of Tlemcen approved the study, and all participants
gave their informed consent.

Blood Samples

The collection of blood samples was performed from March
to June 2009. The samples were collected after overnight
fasting from the antecubital veins into Monovettes (Sarstedt,
S-Monovette) containing heparin as an anticoagulant.

Digestion

The procedure consisted in placing 0.5 mL of whole blood
in a long-necked 50-ml flask together with 2 mL HNO;/
HCIO,4 mixture (3:1 v/v). The temperature of this mixture
was slowly increased to150°C for 4 h in a hot plate, and then
the temperature was maintained at 180°C until the evapora-
tion of half of the acids. After cooling the flasks at room

temperature, 2 mL from the same acid mixture was added
and re-evaporated until ~0.5 mL was left. After cooling,
0.5 mL of conc. HCI was added and heated at 150° to reduce
the Se (VI) to Se (IV) and evaporated to nearly dryness.
After cooling, the digested blood samples were made up to
5 mL using 0.25% nitric acid.

Special care was taken to avoid all contaminations. All
the chemicals used were of suprapur quality.

Selenium Determination

Se analysis was performed using differential pulse ca-
thodic stripping voltammetry with a POL150 potentio-
stat linked to a polarographic stand MDE 150 and
monitored by the Tracemaster-5 software (Radiometer
Analytical, Copenhagen). The electrochemical cell,
deposition potential, and deposition time were described
by Moreno et al. [19]. Digestion solution (0.5 mL) was
added and the sample curve was recorded. The concentra-
tion in the solution was evaluated after two standard
additions.

Accuracy and Precision

The accuracy and precision of the method used were tested
in 10 replicate tests with a reference materiel (Seronorm
Trace Elements Whole Blood, levels 1 and 3, Billingstad,
Norway) (Table 1) and studies of recovery in samples of
whole blood enriched with selenium. All samples and stand-
ards were analyzed by duplicates.

Statistical Analysis

Statistics were calculated with the SPSS statistics version 17
Windows. The Kolmogorov—Smirnov’s test was applied to

Table 2 Characteristics of the study population

Region  Women Men Total Mean of age
participants participants (years)
Tlemcen 75 65 140 38.86+14.2
Maghnia 37 32 69  41.35£153
Sebdou 29 22 51 40.59+13.6
Honaine 24 16 40  40.52+14.7
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Table 3 Whole blood selenium concentrations (pg/L) according to
age groups

Table 4 Se levels (ug/L) in whole blood of the studied individuals
living at different locations

Group (years) Number () Selenium concentrations Area* Mean+SD Range
Mean+SD Range Tlemcen 86.09+20.3 30.88-131.04

2029 % 9015421 4% 1208 144.04 Maghnia 86.99+22.0 41.42-144.04

30-39 67 91.04+£24.0%  45.85-143.22 sebd(.)u T8 322813591

Honaine 89.31+22.1 39.48-132.23

40-49 56 84.90+20.3 41.42-131.04

50-59 51 80.40+19.4 30.88-110.10 *P>0.05

>60 37 75.84+17.0* 42.43-105.10

Mean males 135 87.75+21.3 30.88-143.22  Jower in females than in males but at a statistically non-

Mean females 165 83.95+21.6 3228-144.04  significant level (P>0.05).

*P<0.05 statistically significant differences of the subgroups compar-
ison (Dunnett test)

check if the variables have a normal distribution. The mean
values obtained in the different groups were compared by
one-way ANOVA and ¢ test. The Dunnett post hoc test was
applied to compare the individual subgroups. Statistical
significance was set on P<0.05.

Results

The characteristics of the population groups are shown in
Table 2. About 55% of the studied populations were women
and 45% were men; all of them were no smokers. The
average age of the monitored population groups was 39.94
+14.40 years.

The mean of the individual selenium levels in the studied
population was 85.65+21.60 pug/L. The range for all sam-
ples was 30.88—144.04 pg/L. Table 3 summarizes the mea-
sured selenium concentrations of the healthy adults
according to age. The Se content tended to be somewhat

35
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n n
o (5]
1 " 1 "

Frequency %
@
1

10

<40 40-60  60-80  80-100 100-120 120-140  >140
Concentration of Se (pg/L)

Fig. 1 Distribution of Se concentrations in whole blood for both
groups of men and women
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The age group of 30-39 years had the highest mean
whole blood selenium concentration; however, the age
group of 60 years and more had the lowest mean selenium
concentration at a significant difference (£<0.05).

The distribution frequency of whole blood selenium
concentration according to gender is illustrated in Fig. 1.
Most of the analyzed samples (61%=183 adults) ranged
from 60 to100 pg/L. Thirty-two (10.70%) individuals had
a blood selenium concentration lower than 60 ug/L. Eighty-
two (27.40%) individuals had blood Se level 100 png/L or
higher.

Average whole blood Se concentrations in the western
Algerian population in different parts of the department of
Tlemcen were found to vary between 79.78 and 89.31 ug/L
(Table 4). The lowest mean value of Se was observed for the
population living at Sebdou while the highest was observed
for the Honaine population.

Discussion

Selenium status is most often expressed as the concentration
of serum (plasma) and reflects recent dietary intake [20]. In
our study, selenium concentration is determined in whole
blood because it represents a longer term indicator of sele-
nium status.

Table 5 Reported Se levels in whole blood

Country Overall mean (pg/L) References
Spain(Badajoz) 116.0 [19]
Czech Republic 84.2 [20]
Austria (Vienna) 85.9 [21]
USA 157.0 [22]
Canada 180.0 [23]
Greece 165.0 [24]
Nigeria 119.0 [25]
India 165.0 [26]
India (Mumbai) 99.6 [27]
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The present study has revealed that blood selenium
level in the western Algerian population is relatively
low compared to some world populations. Table 5 sum-
marizes the whole blood selenium levels from different
countries.

Whole blood Se mean of the study population is similar
to those of some European countries especially Czech
Republic [20] and Austria [21] but inferior to those of some
populations from seliniferous regions such as USA [22] or
Canada [23] as well as healthy Greek [24], Spanish subjects
[19], Nigerian [25], and Indian [26, 27] populations. How-
ever, it is substantially higher than other data observed in
people from seleno-deficient areas such as New Zealand
[28] or from some regions of China [29]. Nevertheless, these
values remain in the range of 20-240 pg/L in whole blood
observed by Iyengar [30] in different regions of the world.

The limits Se concentrations of 45 pg/L in serum and
60 pg/L in whole blood are used as the cutoff values for the
detection of a population group at risk from selenium defi-
ciency [20, 31]. A total of 10.70% of our population has a
blood selenium concentration lower than 60 pg/L. This
result was similar to that obtained by Batariova et al. [20]
which indicates that approximately 10% of the healthy
Czech adults had blood level below 60 pg/L.

The selenium content of whole blood of Tlemcenian
males does not differ significantly (P>0.05) from that of
females. Neither gender differences were also observed in
the blood of Austrian [21], Spanish [19], and Greek popu-
lations [24]. While Kafai and Ganji [32] have observed that
selenium concentrations were significantly lower in women
than in men. Clark et al. [33] suggest that the discrepancies
reported in different populations may reflect gender differ-
ences in dietary habits and in muscle mass. Selenium shows
a normal distribution in human tissues such as the heart,
liver, and blood [34], thus, the whole blood selenium of
children and elderly is significantly lower than that of
adults. Elderly Algerians of >60 years had significantly
lower blood selenium than Algerians 20—40 years old.
These results agree with those from Austria [21], but in this
case, the lower blood Se is encountered earlier (>50 years)
in life. In Greece, the lower blood selenium was observed in
the age group >70 years and could partially be explained by
the deficient nutrition and low selenium intake of this group
of people [24].

The blood Se concentrations were not significantly dif-
ferent between the four studied regions. Thus, there is no
apparent influence of the geochemical soil in selenium sta-
tus of healthy individuals of this department. It is worth-
while to note that, for Algerian population, the most of the
dietary selenium intake comes from cereals and, to a less
extent, from fish. The origin of cereals in Algeria is varied
and they are brought from different countries. Cereals are
consumed essentially in bread and couscous (couscous is the

traditional dish of Maghreb populations, made with flour
and semolina).

In conclusion, the results of our study indicate that the
selenium content of healthy western Algerian population
tended to be somewhat lower than a lot of world popula-
tions, but we did not observe any symptoms or signs in our
population that could be allotted to selenium deficiency.
This study will be further extended for monitoring of sele-
nium dietary intake, plasma selenium level, and the gluta-
thione peroxidase activity in healthy adults of this
department and another western region of Algeria.
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Abstract :
Essential trace elements are inorganic substancesufficient or excess intakes cause

predictable biological and clinical alterations.maphysicochemical methods available to
the analyst, the electrochemical method occupsseaial place in the methods of analysis. A
sensitive and reliable stripping voltammetric methveas developed to determittee rate of
zinc, cadmium, lead, selenium and copper in hunemdb The determination of copper is based
on the adsorptive accumulation of the complex @$ @opper with ligand at a hanging
mercury drop electrode and then a negative sweapiniteated. To achieve high sensitivity,
various experimental and instrumental variables ewarvestigated such as supporting
electrolyte, pH, accumulation time and potentighrsrate and stirring, working electrode.
The detection limits obtained are, indeed bettengared to those reported in the literature.

Key words: Electrodes modified ; Differential pulse strippingltammetry ; Trace elements ;
Analytical Validation ; Blood.

Résumeé :

Les éléments traces sont des éléments inorgandpes|'exces ou le déficit causent de
maniere preévisible des perturbations biologiquesigquiement significatives. Parmi les
nombreuses méthodes physico-chimiques a la disposide I'analyste, la méthode
électrochimique occupe une place particuliere ddas méthodes d'analyse. La
volampérométrie par redissolution est une méthedsible et fiable, elle a été développée
pour déterminele taux du zinc, cadmium, plomb, sélénium et cudaas le sang humain.

La détermination du cuivre repose sur l'accumutatitadsorption du complexe du cuivre
avec le ligand a un accrochage électrode de gdetteercure et suivi d'un balayage négatif.
Pour obtenir une haute sensibilité, diverses virgabxpérimentales et instrumentales telles
que Il'électrolyte, le pH, le temps d'accumulatidm, potentiel, la vitesse de balayage,
I'agitation et I'électrode de travail ont été testéles limites de détections obtenus sont, en
effet, meilleures par rapport a celles rapport@esda littérature.

Mots clés: Electrodes modifiées ; Voltampérométrie de rediggm a impulsion différentielles ;
Eléments traces ; Validation analytique ; Sang.



