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Laboratoire Chimie des Nuisances et Génie de I'Environnement, Ecole

Nationale Supérieure de Chimie de Rennes, Avenue du Gal Leclerc—35000
Rennes, France

(Received September 10, 1982)

Nitrogenous substances take a great part of organic matter found in natural waters, used for
drinking water production. Their global evaluation requires a special method: the amount of
organic nitrogen is obtained as the difference between total nitrogen (oxidation by persulfate
in alcaline solution) and the sum of all mineral forms.

Organic nitrogen is generally constituted of: humic substances (fulvic acids), chlorophylls,
amino acids, peptides and proteins, herbicides and other nitrogenous organic micropollutants.

Macromolecular compounds are separated by filtration or ultrafiltration (humic
substances, chlorophylls) or their concentration is evaluated by colorimetric methods (humic
substances), or after acid hydrolysis (proteins which give simple amino acids).

The small (soluble) molecules must be first concentrated; either on an ion-exchange resin
(amino acids) or by extraction with an organic solvent (micropoliutants and herbicides).

Amino acids are analyzed by liquid chromatography and detected by fluorescence after
derivatives formation with orthophtaldialdehyde.

Herbicides and nitro-derivatives are extracted with CH,Cl, (at different pH) and analyzed
by gas chromatography and capture electron detector.

All these analyses allow us to propose an analytical proceeding usable for a great part of
the nitrogenous organic substances found in natural waters, or in drinking water plants.

Les substances azotées représentent une fraction importante des matiéres organiques
présentes dans les eaux de surface a potabiliser. Pour leur évaluation globale, nous utilisons
une méthode pour laquelle la teneur en azote organique est obtenue par différence entre
’azote total (oxydation au persulfate en milieu basique) et ’azote minéral.

L’azote organique comprend généralement: des substances humiques (acides, fulviques), des

tPresented at the 12th Annual Symposium on the Analytical Chemistry of Pollutants,
Amsterdam, April, 1982.
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chlorophylles, des acides aminés, peptides et protéines, des herbicides et autres
micropolluants organiques azotés.

Les macromolécules sont séparées par filtration ou ultrafiltration (substances humiques,
chlorophylles) ou bien leur teneur est évaluée par colorimétrie (substances humiques) ou
apres hydrolyse (protéines donnant des acides aminés simples).

Les petites molécules, solubles, doivent préalablement étre concentrées:

—soit sur une résine échangeuse d’ions (acides aminés)

— soit par extraction avec un solvant organique (micropolluants et herbicides). Les acides
aminés sont analysés en chromatographie liquide, et détectés en fluorescence aprés dérivation
a I'orthophtaldialdéhyde. )

Les herbicides et dérivés nitrés ou nitrosés sont extraits au CH,Cl, et analysés par
chromatographie gazeuse avec un détecteur a capture d’électrons.

La mise au point de toutes ces analyses permet d’établir un protocole analytique valable
pour une grande partie des substances organiques azotées contenues dans les eaux de surface
ainsi que les eaux des stations d’eau potable.

KEY WORDS: Amino acids, herbicides, preconcentration, nitrogenous organic matter,
HPLC, gaz chromatography, natural and drinking waters.

INTRODUCTION

Les méthodes classiques de dosage de P’azote organique permettent
d’obtenir une valeur globale de la charge d’'une eau, mais elles ne
fournissent aucun renseignement sur la nature de molécules et des
fonctions présentes.

Le dosage de I'azote Kjeldahl est peu adapté pour les concentrations
habituelles en azote organique des eaux de surface (irés souvent
inférieures 4 1 ou 2mgN.171) et certaines fonctions azotées comme les
groupements nitro ne sont pas prises en compte. Nous rappelons ici une
méthode plus précise, pour laquelle la teneur en azote organique est
obtenue par différence entre 1’azote total (oxydation au persulfate en milieu
basique) et ’azote minéral.!

Les eaux de 1'Ouest de la France sont tributaires de rejets urbains,
agricoles et d’industries agro-alimentaires. Les composés azotés les plus
probables sont donc les substances humiques, les protéines et leurs
produits de dégradation, les herbicides, pesticides, dérivés nitrés et
nitrosés (biocides en général).

Peu d’études ont été consacrées a [Iidentification de ces produits
organiques azotés.? Les principales difficultés viennent de la variété des
produits présents® et des faibles concentrations recontrées, souvent
inférieures aux limites de détection.

Aprés I’examen des différentes formes des substances azotées
susceptibles d’étre présentes dans les eaux de surface, la premiére étape du
travail sera donc la concentration, qui sera adaptée a la classe des
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produits a isoler:
—pour les acides aminés et peptides: une concentration sur résine
échangeuse d’ions; :
— pour les herbicides ou autres biocides: une extraction par un solvant
organique approprié.
La seconde étape est la séparation et la détection, dépendant aussi des
caractéristiques physico-chimiques des substances analysées.
L’ensemble de notre travail a permis la mise au point d’un protocole
analytique applicable 4 I’analyse d’une grande partie des composés azotés
solubles présents dans les eaux de surface et celles a potabiliser.

1. EVALUATION DES FORMES GLOBALES

1.1 Principe

La méthode de dosage de I'azote Kjeldahl nécessite des volumes trop
importants d’échantillons & minéraliser et ne donne pas des résultats trés
satisfaisants (trop grande imprécision: +0,3mgN.1" ') pour les eaux de
riviéres ou de stations de potabilisation.

Nous lui préférons la méthode de dosage de 'azote total ou I'ensemble
de I’'azote contenu dans I’échantillon est oxydé en nitrate sous I’action du
persulfate de potassium en milieu basique, & chaud et sous pression
(autoclave a 120°C—1 bar) durant 45 minutes (Mackereth,* Nydahl,3
Solorzano®). L’azote total est ensuite dosé sous forme de nitrates

Cette méthode assez rapide permet d’oxyder simultanément de grandes
séries d’échantillons et de travailler sur de petites quantités (volume de la
prise d’essai: 5 a 20ml).?

L’azote organique (Norga) est alors déterminé par différence entre
I'azote total (N) et la somme de toutes les formes minérales:

N—NH; +N—NO, + N—NO;

® |'azote ammoniacal N—NH/ est mesuré par Je méthode au bleu
d’indophénol, plutot que par la méthode de Nessler, vu les faibles teneurs
rencontrées dans les eaux de surface.

® l’azote nitreux: N—NO, est dosé par diazotation de la sulfanilamide
en présence de dichlorure de N-(naphtyl-1) éthyléne diamine et mesure
spectrophotométrique a 537nm de la coloration du complexe rose
formé (Norme NFT 90-013).

® l'azote nitrique N—NO; est réduit en azote nitreux NO; ZNO; sur
une colonne de Cadmium,* 24 les ions nitrites étant ensuite dosés avec

EAC—-C
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une grande précision par la méthode décrite précédemment.
® ¢t pour I'azote total:

NT oxydatioa N‘—'NO; réducti(fn N-—-NOZ_
L’azote organique global est donc déterminé par différence

Norga=N;—[N—NH; + N—NO; + N—NO;]

1.2. Précision de la méthode

Pour I'é¢tape d’oxydation, le rendement est trés bon puisqu’il atteint
presque 100% dans tous les cas, c’est-a-dire que azote organique est
totalement oxydé en nitrates:2® Tableau I.

TABLEAU I

Rendement d’oxydation de quelques composés azotés
par rapport aux nitrates.

KNO, 100%

NaNoO, 100%
NH,Cl 99.4%
Urée 100%
Histidine 97,5%
Alanine 94,1%

Les macromolécules, comme les acides fulviques, sont également
minéralisées et I’azote transformé totalement en nitratces.

L’ensemble du dosage de 'azote organique présente une erreur relative
variant de 4 4 6% selon la concentration de I’échantillon (entre 1| a
PR2mgN.17}Y),

La précision de cette méthode est supérieure a celle de dosage de 1’azote
Kjeldahl (£0,3mgN.17!) pour les échantillons contenant de faibles
teneurs en azote organique (cas des eaux potables ou des riviéres de
I’Ouest de la France).

2. ANALYSE DES FORMES DE L'AZOTE ORGANIQUE

2.1. Les classes possibles de composés azotés organiques

Dans les eaux de surface, nous pouvons rencontrer, entre autres:

—Des substances humiques, qui sont principalement des acides
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fulviques, renfermant un pourcentage d’environ 2% d’azote (sans
compter les petites molécules, comme les pesticides que peuvent
retenir ces macromolécules).

—Ila chlorophylle sous ses trois formes: a, b et c contenant 6,3%
d’azote (4 atomes d’azote).

~—les acides aminés (7 4 32% d’azote selon les molécules) les peptides
et les protéines sont des enchainements des premiers, dont le
pourcentage en azote varie selon la nature de leurs maillons.

—les herbicides, dérivés nitrés et nitrosés (nitrophénols, urées
substituées, triazines, etc....), amines, renfermant des teneurs
variables en azote: 7 a 34% pour les composés que nous savons
identifier et doser.

Nous pouvons tout d’abord classer ces composés en deux grandes

catégories:
® les composés a masse moléculaire élevée: comme

— les substances humiques (20 000 <M < 100 000)

— les chlorophylles (M =~ 900)

— les peptides et protéines dont la masse molaire dépend de la longuer
d’enchainement des maillons d’acides aminés et leur structure
tertiaire (M =Plusieurs millions).

Le Tableau II présente les ordres de grandeur de la taille de certaines

de ces substances:

TABLEAU II
Taille de quelques substances azotées.

taille approximative  auteur

chlorophylles 15x20A Heller”
substances humiques 1000 A Lemarchand?
bactéries 50022500 A

® les petites molécules telles que les acides aminés et autres
micropolluants azotés.
Cette liste n’est pas exhaustive et des produits divers d’origines
industrielles peuvent également étre rencontrés dans les eaux de surface a
des teneurs trés variables.

2.2. Description des techniques de séparation et d’analyse

2.2.1. Séparation des grosses molécules: substances humiques,
chlorophylles, protéines

Ces macromolécules, présentant un fort encombrement, sont simplement
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séparées par filtration ou ultrafiltration.

® Les substances humiques sont évaluées dans les eaux directement par
la méthode de dosage des tannins-lignines. En effet, ces molécules
sont constituées de polyphénols qui réagissent avec les acides
tungstophosphoriques et molybdo-phosphoriques pour donner une
coloration bleue dont I'intensité est mesurée & 770 nm. L’étalonnage
est réalisé, non pas avec des acides humiques du commerce, mais a
P’aide d’extraits de tourbe qui se rapprochent des acides fulviques
rencontrés dans les eaux de surface?? (masse moléculaire et
composition élémentaire trés proches, c’est-a-dire: C=50%, H=5%,
N=2%) et permet de doser de 1 a 20 mg de substance humique par
litre d’échantillon avec une précision de 0,3 mg.

® les chlorophylles a, b et ¢ qui tiennent une part importante des

pigments contenus dans les eaux naturelles, sont des substances
azotées de masses molaires voisines de 850-900. Aprés filtration et
extraction par un mélange eau-acétone (10/90%) (Rodier®) elles
présentent des absorbances maximales 4 663, 645, 630 nm selon leur
nature.

Une méthode de dosage par chromatographie liquide a haute
performance peut également étre utilisée.1%1!

® les protéines ne peuvent €tre séparées spécifiquement des autres

grosses molécules. Ces macromolécules qui ont des masses molaires
comprises entre quelques centaines et un million, sont constituées
d’enchainements d’acides aminés simples, ceux-ci sont libérés lorsque
I’on effectue une hydrolyse de I’échantillon en millieu chlorhydrique
(HCI a 10%) durant plus de 50 heures a I’ébullition. De meilleurs
résultats sont obtenus en poursuivant 'hydrolyse jusqu’a 160 heures,
mais on observe alors quelques produits d’oxydation des acides
aminés eux-mémes (Figure 1). Des essais réalisés avec de I'albumine
nous ont montré que par cette méthode, on cassait effectivenent cette
substance en acides aminés simples, identifiables.

Les protéines sont donc analysées dans l’eau, par différence entre le
dosage d’acides aminés libres avant et aprés hydrolyse.

L’ultrafiltration est un procédé de séparation moléculaire. Cette
filtration sur membrane permer de séparer les particules dans I'eau ou les
substances dissoutes, a I’aide d’une “‘barriére” semi-perméable qui retient
les substances au-dessus d’un “seuil” prédéterminé par les caractéristiques
de la membrane (diamétre des pores généralement compris entre 10 et 500
A).

Par exemple, si Pon effectue l'ultrafiltration d’une eau de surface avec
une membrane retenant les substances de tailles moléculaires supérieures a
1000 environ (correspondant a environ 20 A), il ne restera dans
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I'ultrafiltrat que les petites molécules (les pfoté'ines, acides humiques,
chlorophylles, bactéries étant éliminés).

pan 17!

A Total des
acides amineés

identifies

500

300 |

100}

° 30 90 150 heures
durée d hydrolyse
FIGURE 1 Hydrolyse des protéines: influence du temps d’hyﬂrolyse.

2.2.2. Acides aminés et dérivés

Ils représentent une part importante des composés organiques azotés
solubles. (Hutchinson,'? Kasiske!3) mais sont cependant présents a de
faibles teneurs. Il est donc nécessaire de procéder a leur concentration.
Celle-ci est fondée sur leur. caractére ionique, puisque trés solubles dans
'eau ils ne peuvent &tre extraits par un solvant organique. Pour un pH
trés acide, ils sont tous sous leur forme cationique: pH <pK,:

COOH COOH
/ H* /
R—CH —— yR—CH
N N
NH, NH;

Séparation

L’échantillon d’eau d analyser (1 litre) est donc acidifié par de Placide
chlorhydrique (HCI concentré: 4ml) a pH=2.
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La séparation s’effectue ensuite sur une résine échangeuse de cations:
I’Amberlite IRC 120 sulfonique, qui retient les acides aminés libres selon
la réaction:

Amb—SO; Na* + RNH} 5>Amb—S0; NH; R +Na*

Concentration

La percolation de I’échantillon est réalisée & une vitesse d’environ 2 a

3mh™!. Les acides aminés sont ensuite élués par une solution basique:
pour éviter I'élution des métaux éventuellement adsorbés sur la résine,
nous utilisons 'ammoniaque (2 fois 50 ml de NH,OH (N))

Amb—S0; NH; R +NH} OH~ »Amb—S0; NH; + R—NH, + H,0.

Aprés évaporation a sec de I’¢luat, le résidu est repris avec une solution
de tampon borate (acide borique: 0,4 M conduit a pH=9,5 par NaOH).
Les coefficients de concentration ainsi obtenus vont de 200 & 1000 et
I’efficacité de la résine est comprise entre 90 et 100%.

Analyse

Certains acides aminés peuvent présenter des températures de fusion tres
élevées (F>200°C) rendant la chromatographie en phase gazeuse peu
applicable 4 leur analyse directe. La chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) est alors utilisable:—soit directement: par séparation
sur une colonne échangeuse d’ion faible (sphérisorb—NH,) et détection
UV (205nm),—soit par dérivation a P'aide d’'un composé fluorescent
(orthophtaldialdéhyde), séparation sur une colonne C,, et détection par
fluorescence.

Dans le cas de la premiére méthode, les différents acides aminés d’un
mélange présentent des temps de rétention trés voisins. Nous lui préférons
la seconde méthode, avec un systéme a compression radiale qui permet
une bonne séparation et une bonne reproductibilité des résultats.1+

L’orthophtaldialdéhyde (O.P.A.) réagit sur les acides aminés en
présence de mercapto-2 éthanol, selon la réaction suivante:

CHO /NP2 ysch, - cH0H = %
CHO “~COOH pH alcalin S NCOOH

S—CHZ— CH,OH
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conduisant a des dérives détectés en fluorescence (4,=390nm,
Aem=455nm).

Une vingtaine d’acides aminés simples sont ainsi analysés, sauf la
proline et la cystéine. Pour le premier, le groupement aminé est engagé
dans une structure cyclique et ne peut réagir avec le réactif OPA, dans le
second, c’est certainement la présence du groupement S-H libre qui peut
changer le site réactionnel. L’analyse compléte dure moins'de 35 minutes
avec un eéluant isochratique: méthanol 50%—tampon phosphate
NaH,PO, 0,1M a pH=6,6 (Figure 2). De meilleures séparations et un

215 Glutamate

136 Aspargine

331 Threonine
445 Alanine

1775  Phenytalanine

2736 Lysine

FIGURE 2 Dosage des acides aminés. Elution isochratique: 50-50 méthanol—
NaH,PO,0,1 M.

temps d’analyse plus court sont obtenus en utilisant un gradient d’€lution.
(30 a 70% de méthanol): Figure 3.
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70% MeOH

30% MeOH

acide aspart

acide glutamique

_

o]

aspargine

glutamine

thr

10

alanine

glycine

arginine

phenylalanine

20

FIGURE 3 Dosage des acides aminés. Utilisation d’un gradient d’élution: méthanol—eau

NaH,PO, 0,1 M.
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Les quantités minimales détectées par cette méthode sont d’environ
20.107° g par acide aminé.

Le Tableau III présente 1’ensemble des acides aminés analysés, leur
structure ainsi que leur temps de rétention lors de nos nombreuses
analyses et montre la bonne reproductibilité de I’analyse.

Cette méthode permet également d’effectuer I’analyse et le dosage des
acides aminés libérés par I’hydrolyse acide des protéines (cf. Section 1).

Exemple N identifié avant hydrolyse: 25 ugN17?

N identifié apreés hydrolyse 530 ug N171.

2.2.3. Herbicides et autres micropolluants organiques azotés

En ce qui concerne ces formes d’azote organique, les méthodes de
concentration sont trés diverses: les principales sont I'adsorption sur une
résine macro-moléculaire et Iextraction liquide-liquide. Puisque les
composés sont moins solubles dans I'eau que dans un solvant organique,
nous avons mis en oeuvre la seconde méthode en utilisant le
dichlorométhane comme solvant ¥'extraction. D’aprés la bibliographie
c’est le plus employé pour extraire les substances organiques azotées tclles
que les amines aromatiques,!s les pesticides azotés,15-17-18 les urées
substituées,'? les carbamates?® et les nitrosamines.21!

Afin d’extraire les composés ayant des caractéres basiques ou acides,
nous procédons a I’extraction d’un litre de solution amené a différents
pH:

— Acide (pH=2)

— Neutre (pH de I’échantillon)

—Alcalin (pH=11) |
par deux fois 50ml de CH, Cl, sous agitation (agitateur & balancement).

Le solvant séché Na,SO, est ensuite évaporé complétement a 50°C
(évaporateur rotatif).

Le résidu pouvant étre repris par 2ml seulement de méthanol, le
coefficient de concentration atteint donc 500.

La solution de méthanol est analysée par chromatographie en phase
gazeuse sur deux colonnes différentes:

—une colonne polaire: carbowax 20M a 10% sur gaz chrom Q avec

une programmation de température de 70°C a 150°C a 5°C min. ™!

— une colonne moyennement polaire: OV 17 4 3% sur gaz chrom Q
avec une programmation de température de 150°C a 250°C a
5°Cmin 1. : ]

Chaque -extrait (neutre, acide et basique) est analysé sur chacune des
colonnes, et les produits sont détectés par capture d’électron. Ce type de
détecteur est extrémement sensible aux groupements fonctionnels
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¢électronégatifs, donc particuliérement intéressant pour [analyse des
pesticides, des herbicides, des triazines, des dérivés nitrés et des
chloroanilines, en étant insensible aux hydrocarbures. Le Tableau IV
présente la liste des composés que nous avons pu identifier dans nos
conditions, d’analyse (I faut noter que cette méthode n’est pas
entiérement spécifique des composés azotés: nous avons pu également
extraire et identifier dans ces conditions des phtalates, par exemple).

Le temps d’analyse est d’environ 30 minutes. Quelques exemples de
chromatogrammes obtenus pour I’analyse d’une eau d’entrée d’une station
d’eau potable sont montrés sur les Figures 4 et S.

CONCLUSION

Etablissement d’'un protocole d’analyse des substances
organiques azotées des eaux naturelles

Toutes ces analyses permettent donc la détection et le dosage d’une
grande partie des substances organiques azotées rencontrées dans les eaux
de surface et également dans les eaux des filiéres de production d’eau
potable. L’ensemble est représenté par le schéma suivant: Tableau V:
Protocole d’analyse des substances azotées.

Ce protocole d’analyse a permis de dresser un bilan azoté sur des eaux
de surface ou sur des eaux a différents stades de la chaine de
potabilisation.?® Nos résultats permettent une identification moyenne de
60 a4 90% des substances azotées comprises dans la valeur de l'azote
organique global.
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FIGURE 4 Herbicides et dérivés nitrés extraits par CH,Cl, d'une eau de barrage
(Cholet—France). Colonne OV 17.
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FIGURE 5 Herbicides et dérivés nitrés extraits par CH,Cl, d'une eau de barrage
(Cholet—France). Colonne Carbowax 20 M.
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TABLEAU V : Protocole d'analyse des substances azotées

+

Analyse des N-NHy

paramétres e e

globaux N NOZ N N03
N N

total “orga

. colorimétrie: substances humiques
Hydrolyse . filtration : chlorophylle

———— ; o
protéines —» acides - ultrafiltration : Ntota1 des composeés
' aminés ECHANTILLON macromoléculaires (2> 1000 )

v
d pH=2 passage sur
resine IRC 120

Extraction par CH2C12
a trois pH différents { 2 , neutre, 11 )

Elution par NH3(N) Séchage sur Na2$04

y

Evaporation a sec Evaporation a 50°C sous vide

Reprise dans 5 mi Reprise avec 2 ml méthanol
tampon borate l

Derivation avec OPA ANALYSE :

|

ANALYSE : Chromatographie gazeuse :

- séparation : colonnes Carbowax 20 M (70 & 150°C
et OV 17 (150 a 250°C)

Chromatographie liquide a ~ détection : capture d'électrons

haute performance : -1

- programmation de température : 5° mn
- séparation : colonne C18 & compression
radiale
- elytion : méthanol - eau 0,1 M NaH2P04
isochratique 50-50
- détection : fluorescence A ex = 340-380 nm

Nem = 415-700 nn
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