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SUJET

Les couverts végétaux et I’absorption de nitrates

Depuis plusieurs années, des essais de couverts végétaux aussi appelés cultures intermédiaires (moutarde,
phacélie, raygrass, colza fourrager, luzerne ...) ont été mis en place par des organismes de recherche au
service des agriculteurs et des filieres.

lIs visent a améliorer la gestion de l'interculture et son impact environnemental.

Quelques effets bénéfiques des cultures intermédiaires :
- Piége a nitrates ;
- Economies d’herbicides ;
- Diminution de I'érosion et du ruissellement ;
- Amélioration de la structure des sols ;
- Amélioration de l'activité biologique des sols ;
- Bonne image des pratiques agricoles ;

Les couverts végétaux piégent les nitrates non prélevés par la culture précédente. On évite ainsi leur
lixiviation (lessivage) vers la nappe phréatique.

Vous étes technicien dans le laboratoire d’analyses des sols de 'INRA et vous participez a I'optimisation
d’'un couvert végétal pour enrichir le sol en azote et limiter le lessivage des nitrates.

Afin de proposer la meilleure composition d’espéces de couvert végétal, la capacité d’absorption des
nitrates des plantes présélectionnées est suivie par culture in vitro et caractérisation des génes impliqués.
De plus, vous étes chargé de mettre en place une méthode alternative du dosage des nitrates par
chromatographie ionique (Cl).
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PARTIE 1 : Choix du couvert végétal (6 points)

L'absorption des ions nitrate (NOs") en solution dans le sol par les cellules des racines est le processus
principal d'acquisition de I'élément azote (N) chez la plupart des plantes herbacées.

Il repose sur l'activité combinée des systémes de transport membranaire a forte affinité et a faible affinite,
qui, ensemble, garantissent un apport efficace sur une large gamme de concentrations d’ions nitrate NO3~
du sol.

Pour optimiser le choix des espéces du couvert, une caractérisation in vitro, génétique et phénotypique des
géenes impliqués est envisagée.

1.1- Préciser les conditions nécessaires a la préparation des milieux et de 'ensemencement en utilisant le
document 1

1.2- Résumer sous forme schématique les différentes étapes de la synthése d’ADNc.

L'expression des génes peut étre déterminée par PCR quantitative en temps réel grace a deux méthodes
différentes utilisant le SYBR green ou des sondes Tagman.

1.3- Construire, en vous aidant du document 2, un tableau comparatif en notant le principe, les avantages
et les inconvénients de chaque méthode.

1.4- Ces études génétiques sont complétées par I'étude cinétique de deux transporteurs A et B des ions
nitrate.

Les plantes A présentent majoritairement des transporteurs de type A.

Les plantes B présentent majoritairement des transporteurs de type B.

On obtient les résultats suivants :

Transporteur A Transporteur B
Vmax €n pmol.h't.g? 9,4 9,05
Km en pmol.L? 72 28

On donne Vmax : vitesse maximale de la réaction, Km : constante de Mikaelis

1.4.1- Citer les conditions opératoires nécessaires pour déterminer les constantes K et Vimax de ces
transporteurs.

1.4.2- Préciser en justifiant votre réponse et a partir des résultats obtenus (tableau ci-dessus), quel
type de plantes A ou B il faudrait favoriser dans ce type de couvert végétal expérimental.

PARTIE 2 : Absorption des nitrates (6 points)

2.1-Préciser, a l'aide du document 3 (cycle de I'azote), les différentes formes azotées quantifiables, et
pour chacune de ces formes proposer une méthode d’analyse adaptée.

Le couvert expérimental est mis en place avec le type de plantes choisi précédemment. Le laboratoire
vérifie grace a un test statistique si ce couvert végétal a un effet sur la quantité d’azote total présent dans le
sol.

A partir des résultats des analyses de sols effectuées sur plusieurs années sur une parcelle sans couvert
végétal, le laboratoire a calculé une quantité moyenne (par kilogramme de sol) d’azote total disponible dans
le sol de po=9 g.kg™.

Aprés une saison durant laquelle la parcelle a regu le couvert expérimental en interculture, le laboratoire
effectue une série de 16 analyses de ce sol.

Les résultats des quantités d’azote total présent dans le sol sont présentés dans le tableau ci-dessous (en
9-kg?) :

10,2 10,6 11,0 9,9 10,1 9,8 9,9 10,5

11,2 10,6 10,8 111 10,8 11,0 10,7 10,2
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2.2- Mettre en place, en vous appuyant sur le document 4 et les résultats obtenus, un test au risque

a = 0,05 pour déterminer si l'utilisation du couvert végétal a augmenté significativement le taux d’azote total
de ce sol et conclure. On supposera que le caractére quantité d’azote total présent dans le sol est distribué
selon une loi normale N (u; 6).

Pour confirmer l'efficacité du piégeage des nitrates par le couvert expérimental, 'INRA récupére I'eau des
sols a des fins d’analyses.

Il existe de nhombreuses méthodes d’analyse des ions nitrate dans I'eau. Certaines font intervenir des
dosages spectrophotométriques. L'une d’entre-elles est utilisée actuellement dans le laboratoire de I'INRA.
Elle est présentée dans le document 5.

2.3- Proposer et justifier la gestion des déchets générés par cette manipulation.

2.4- Le laboratoire réalise deux séries de mesures de la concentration en ions nitrate sur des eaux de sols
de deux parcelles, 'une ayant regu le couvert expérimental et 'autre un couvert classique.

Le technicien cherche a vérifier si I'utilisation du couvert expérimental permet de réduire de maniéere
significative la concentration en ions nitrate dans les eaux de drainage.

Les résultats obtenus (en mg.L*de NO3 ) sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Couvert 59 55 77 45 61 52 48 69 56
expérimental

Couvert 98 87 91 63 86 70 67

classique

2.4.1- Justifier I'utilisation d’'un test de Mann-Withney dans le cas présent.

2.4.2- Mettre en ceuvre ce test au seuil de risque de 0,01 et interpréter le résultat dans son contexte.

Le document 6 présente la table de Mann-Withney.

PARTIE 3 : Dosage des ions nitrate (6 points)

Le directeur du laboratoire a investi dans un appareillage analytique utilisant le principe de la
chromatographie ionique pour remplacer la méthode spectrophotométrique. En tant que technicien dans le
laboratoire, vous étes chargé de la mise au point de la méthode de dosage, et de la validation des résultats
pour le dosage des ions nitrate. Les données sur l'appareillage, le protocole opératoire fourni par le
fabricant sont présentés dans le document 7.

Le schéma (page suivante) présente le principe de I'appareillage nouvellement acquis.

3.1- Expliquer sous forme d’'un tableau et a partir des documents fournis (figure 1 ; documents 7 et 8), le
role des différents éléments constitutifs de cette chaine de chromatographie ionique.
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Figure 1 : Chaine pour chromatographie ionique (source METROHM)
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Le document 7 préconise [lutilisation d'un suppresseur et le document 8 précise son mode de
fonctionnement. La figure 2 montre les chromatogrammes d’anions obtenus avec ou sans suppresseur.

3.2- A partir de ces données, montrer les avantages de I'utilisation d’un suppresseur.

Figure 2 : Détection des ions nitrite, bromure et nitrate avec et sans suppression
(source METROHM)
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Dans un premier temps, vous devez optimiser les conditions d’analyse en faisant varier certains
parameétres. Pour cela vous utilisez les conditions chromatographiques préconisées par le fabricant

(document 7).

3.3- Lister le(s) matériel(s) nécessaire(s) (hormis I'appareillage de Chromatographie lonique et la verrerie
courante de laboratoire) pour réaliser le dosage des nitrates.
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3.4- Un premier essai permet I'obtention du chromatogramme ci-dessous, correspondant a une eau
contenant les différents anions susceptibles d’étre présents dans un sol. Vous constatez une mauvaise
séparation des pics correspondant aux ions phosphate et nitrate.

Figure 3 : chromatogramme d’une eau multiéléments selon les
conditions chromatographiques décrites dans le document 7 (source METROHM)

uS/cm
104

| OO Lo ‘ 1
Cond \/#/ ;

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 min

Pic Composés tz [min] Conc. [mg/L] Nbre plateaux | Surface [uS/cm*s]
1 Fluorure 3.3 2 2422 50

2 Chlorure 4.6 5 3696 83

3 Nitrite 5.8 5 2797 47

4 Bromure 6.8 10 3970 69

5 Phosphate 11 10 4456 37

6 Nitrate 8.0 10 3500 102

7 Sulfate 8.7 10 3120 123

3.4.1- Proposer, au vu de ces résultats expérimentaux, des actions a mettre en place pour améliorer
la séparation des pics correspondant aux ions phosphate et nitrate et faciliter leur dosage.

3.4.2- Justifier I'utilisation de ce type de détecteur conductimétrique.

PARTIE 4 : BILAN (2 points)

4.1- Justifier le choix du directeur du laboratoire en précisant les avantages de la chromatographie ionique
par rapport a la méthode spectrophotométrique.

4.2- Conclure sur I'efficacité du couvert expérimental au vu des résultats des analyses précédentes.
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DOCUMENT 1

1- Matériel végétal et conditions de culture

Pour toutes les expériences, les plantes sont cultivées dans des conditions stériles a l'aide de plaques
d'agar verticales (12 x 12 cm) sur un milieu solide (0,8 % gélose) contenant :
- 0,5 mmol.L"* CaSQq,
- 0,5mmol.Lt MgCl,,
- 1 mmol.Lt KH2POyg,
- 50 ymol.Lt NaFe EDTA,
- 50 ymol.L* H3BOsg,
- 12 ymol.Lt MnCly,
- 1 ymol.L? CuCly,
- 1 umol.L* ZnCly,
0,03 ymol.L* NH4Mo.
Ce milieu a été complété avec différentes concentrations testées en KNO3z ou NHsNO:s.

- Le pH a été ajusté a 5,7 avec KOH.

Apres stockage pendant 2 jours a 4 ° C dans l'obscurité, les plaques sont transférées dans une chambre
de croissance avec un cycle jour/nuit de 16/8 h a 21°C/18°C et une humidité relative de 70 %.

L'intensité lumineuse au cours de la période lumineuse était de 125 ymol de photons m 2s 2.

Toutes les plantes sont récoltées apres 8 jours de croissance.

2- Extraction des ARN

Les tissus sont rompus pendant 1 min dans un homogénéisateur.
L'ARN total est extrait des tissus a l'aide d’un kit du commerce.

Par la suite, 40 ug d'ARNtotal sont traités avec de la DNase et purifiés par un kit du commerce afin d’obtenir
uniquement de TARNm.

3- Synthése de ’ADNc et PCR

Une transcription inverse est réalisée avec 4 ug d'/ARNm en présence de transcriptase inverse.
La qualité de 'ADNc obtenu est vérifiee par PCR en utilisant des amorces spécifiques :

direct 5-CGCTTCTTCTCGACACTGAG-3 '

inverse 5-CAGGTAGCTTCTTGGGCTCT-3 .

L'expression des génes est déterminée par PCR quantitative en temps réel.
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DOCUMENT 2

Différences entre SYBR Green et Tagman
https://fr.esdifferent.com/difference-between-sybr-green-and-tagman

SYBR green et Tagman sont deux méthodes employées pour détecter ou surveiller le processus
d'amplification de la PCR en temps réel.

Qu'est-ce que SYBR Green?

SYBR Green est un colorant fluorescent utilisé pour colorer les acides nucléiques, en particulier 'ADN
double brin en biologie moléculaire. La méthode SYBR Green est utilisée pour quantifier les produits de
PCR pendant la PCR en temps réel. Une fois qu'il se lie a 'ADN, le complexe ADN-colorant résultant
absorbe la lumiére bleue et émet une lumiere verte intense.

Par conséquent, la fluorescence augmente avec I'accumulation du produit de PCR. Donc, la quantité de
produit de PCR peut étre mesurée quantitativement par la détection de fluorescence SYBR Green.

Cette méthode est tres
sensible, peu colteuse et facile
a utiliser. Cependant, en raison
de sa capacité a se lier a
n'importe quel ADN double
brin, la liaison non spécifique
peut conduire a une
guantification  excessive du
produit de PCR.

Fluorophore Quencher

Forward PCR primer @ TaoMan 9 Qu'est-ce que Tagman?
Tagman est une méthode alternative a SYBR
: Green. Les sondes a double marquage sont
Reverse PCR primer utilisées dans cette méthode. Ce sont des
v Amplification Assay oligonucleotides d’ADN marqués par fluorescence

Polymerization ayant une molécule rapporteur fluorescente
(fluorophore) a l'extrémité 5 et une molécule

extinctrice a I'extrémité 3'.
_ lIs sont congus pour se lier au modele simple brin
VP depceent du coté opposé des anneaux d'amorces. La

Fluorescence and cleavage pp

polymérase Taq ajoute des nucléotides a I'amorce
\—? et étend le nouveau brin vers les sondes a double
marquage. Une fois que la polymérase Taq
_ rencontre la sonde, l'action exonucléase de la

\ 4 polymérase Taq active et dégrade la sonde.

Fluorescence

E

— el P

PCR Products Cleavage Products

Une fois terminée la synthése du nouveau brin, la sonde est complétement dégradée et libére le
fluorophore. La libération de fluorophore génére une fluorescence. Fluorescent Quencher molécule
éteint efficacement la lumiére émise et crée la sortie pour la quantification du produit PCR. La libération
de fluorophores et la quantité de produits de PCR sont proportionnelles. Par conséquent, la
quantification peut étre facilement réalisée par la méthode de Tagman.

La méthode Tagman est utilisée dans la PCR en temps réel, la quantification de I'expression des génes,
la détection de polymorphismes génétiques, la quantification des délétions d'ADN chromosomique,
I'identification bactérienne, le génotypage.
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DOCUMENT 3

LE CYCLE DE L’AZOTE

Azote atmospherique

Assimilation

@ Bactéries

Bactéries @ ‘ dénitrifiantes
fixatrices d'azote \ Nitrates _
|- (NO3")

nodules de

& . Décomposeurs
€gumineuses (bactéries et cham pignons,
aérobies etanaérobies)
Bactéries
Ammonification Nifrification nitrifiantes
Ammoniaque j
(NH4™)

Bactéries fixatrices d'azote

Bacteries nifrifiantes
dans le sol

Source wikipedia (schéma réalisé par Johann Dréo)
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DOCUMENT 4

On rappelle que, sous certaines conditions, les variables aléatoires :

X —u

> T=—g—
n-1

> T Xi—X
S —+i

nl nZ

suit la loi de Student a (n; + nz — 2) degrés de liberté avecs = \/

Table de la loi de Student

13 -
suit la loi de Student & (n — 1) degrés de liberté, avec S = —Z:(Xi)2 - X2
L

N, xSi2+n,x S22

n+n,—2

Fonction de répartition d'une variable de Student a k degrés de liberté.

Valeurs t, telles que Prob(T<t,)=p

p 0,90 0,95 0,975 0,99 0,995 0,999 0,9995

Kk
1 3,08 6,31 12,71 31,82 63,66 318,29 636,58
2 1,89 2,92 4,30 6,96 9,92 2233 31,60
3 164 2,35 3,18 4,54 584 10,21 12,92
4 1.53 2,13 2,78 3,75 460 %4 8,61
5 1,48 2,02 2,57 3,36 4,03 5,89 6,87
6 1,44 1,94 2,45 3,14 3,71 521 5,96
7 141 1,89 2,36 3,00 3,50 479 5,41
8 1,40 1,86 2,31 2,90 3,36 4,50 5,04
9 1,38 1,83 2,26 2,82 325 4,30 478
10 1,37 181 223 2,76 347 4,14 4,59
11 1,36 1,80 220 272 3,11 4,02 4,44
12 1,36 1,78 2,18 2,68 3,05 3,93 4,32
13 1,35 1,77 2,16 2,65 3,01 3,85 422
14 1,35 1,76 2,14 262 2,98 3,79 4,14
15 1,34 1,76 2483 2,60 295 3,73 4,07
16 1,34 1,75 2,12 2,58 292 3,69 4,01
17 1,33 1,74 2,1 2,57 2,90 3,65 3,97
18 1,33 178 2,10 2,55 2,88 3,61 3,92
19 1:33 1,73 2,09 2,54 2,86 3,58 3,88
20 1,33 172 2,09 263 2,85 3,55 3,85
21 132 1,72 2,08 2,52 2,83 3,63 3,82
22 1,32 1,72 2,07 2,51 2,82 3,50 3,79
23 1,32 1,71 2,07 2,50 2,81 348 3,77
24 1,32 1,71 2,06 249 2,80 347 3,75
25 1,32 1,74 2,06 249 2,79 345 3,73
26 1,31 1.4 2,06 2,48 2,78 343 3.
27 1,31 1,70 2,05 247 277 342 3,69
28 1,31 1,70 2,05 2,47 2,76 3,41 3,67
29 1,31 1,70 2,05 2,46 2,76 340 3,66
30 1,31 1,70 2,04 2,46 278 339 365
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DOCUMENT 5

Analyse des eaux. Aspects réglementaires et techniques
Franck Rejsek, éd. Canopé CRDP Bordeaux, collection Biologie technique

Méthode spectrophotométrique a I’acide
sulfosalicylique (norme I1SO 7890-3 et NF T 90-045)

2. Mode opératoire

* Echantillonnage

Les échantillons pour le laboratoire doivent étre prélevés dans des flacons en verre et
étre analysés le plus rapidement possible. Le stockage des échantillons & une tempé-
rature comprise entre 2 °C et 5 °C permet de conserver de nombreux types d’échan-
tillons en évitant la transformation bactérienne des nitrates.

* Gamme
d’étalonnage

|

~ Dans des capsules d'évaporation propres, introduire 2 la burette une solution étalon
de nitrate a 1 mg d’azote des nitrates.L', selon le tableau suivant :

Volume de solution étalon mL 1 2 3 4 5

Masse d’azote des nitrates ug N 1 "2 3 4 5

Réalisation de la gamme d’étalonnage du dosage des nitrates par méthode a I'acide
sulfosalicylique

— Ajouter dans chaque capsule :
- 0,5 mL de solution d'azoture de sodium ;
- 0,2 mL d’acide acétique.
- Attendre au moins 5 minutes, puis faire évaporer le mélange a sec dans le bain
d’eau bouillante.
- Ajouter ensuite 1 mL de solution de salicylate de sodium, homogénéiser et faire de
nouveau évaporer & sec.
~ Retirer la capsule du bain d’eau et laisser refroidir 2 température ambiante.
~ Ajouter 1 mL d’acide sulfurique, puis dissoudre le résidu dans la capsule en agitant
légérement.
~ Laisser le mélange reposer pendant environ 10 minutes.
~ Ajouter alors 10 mL d’eau désionisée et 10 mL de la solution d’hydroxyde de sodium.
- Transvaser quantitativement le contenu de chaque capsule dans une fiole Jaugée de
100 mL, sans compléter au volume. Placer la fiole dans le bain-marie A 25 °C pen-

dant 10 minutes.

| — Retirer la fiole et compléter au volume avec de I'eau désionisée.

— Mesurer 1'absorbance de la solution 2 415 nm dans des cuves de 40 ou 50 mm
d’épaisseur, par rapport & de I’eau dans la cuve de référence.

- Effectuer un essai a blanc, en utilisant 5 mL d'eau désionisée et en suivant le méme
protocole.

~ Pour I'établissement de la courbe d’étalonnage, soustraire I'absorbance de I'essai 2
blanc des absorbances de chaque étalon. Contréler si la courbe est linéaire et passe
par I'origine. Dans le cas contraire, répéter 1’étalonnage.

* Dosage de
P’échantillon

2019-BTS162-RPL-ME

Le volume maximum de la prise d’essai est de 25 mL si la concentration maximale

estde 0,2 mg de N-NO, L. Pour des concentrations plus élevées en nitrates, utiliser

des prises d'essai plus petites.

~ Avant dé prélever, laisser décanter les échantillons contenant des matidres en suspen-
sionoulesﬁluersurpapier-ﬁlu'e.méchanﬁllmspréccnmmuansup&ienréS
doivent &tre neutralisés 2 I’acide acétique avant le prélévement.

~ Introduire dans une capsule d'évaporation la prise d’essai choisie, de fagon 2 ce
que la masse d'azote des nitrates soit comprise entre 1 et 5 ug. Procéder ensuite
comme pour la gamme d’étalonnage.
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DOCUMENT 5 (suite)

Informations sur les réactifs
(Source https://fr.wikipedia.org)

Phrases de
Réactifs Formule Masse molaire Pictogrammes | danger etde | N° CAS Divers
prudence
Hydroxyde
de sodium NaOH | 39,9971 g/mol (CE H314 54-21-7 Sou.ﬁ formff de
anhydre pastilles solides
EDTA
acide Fort pouvoir
ztlg)r/r!elgee_- C10H16N20s | 292,2426 g/mol 60-00-4 chélatant
tétraacétique
Azoture de " H300 26628- | Autre nom Azide
sodium NaNs 65,0099 g/mol é ; H410 22-8 de sodium
H314 H331
Salicylate de H400 P210
Yv CsHsNaOs | 160,1026 g/mol P261 P273 | 54-21-7
sodium
P280
P310
2\ H290
. i & H314
suﬁ:ﬁ:r?eue H2S04 99,078 g/mol ‘ P280 7963633'
q P309
P310
H226
dap @ H314
. P280 .
Acide CHsCOOH | 60,052 g/mol P305 6a-19-7 | Aure nom Acide
acétique P310 éthanoique
P338
P351
Nitrate de 7757-
potassium KNO3 101,1032 g/mol 79-1
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DOCUMENT 6

Valeurs critiques Ua du test de Mann et Whitney

Ua est le plus grand entier tel que P{lI. = U, ) = &
Test bilatéral : o0 =2 % Test unilatéral : a.=1 %
3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | =
- = - - 0 0 1 1 1 2 2 2 3 3 4 4 4 5 3
- 0 1 1 2 3 3 4 5 5 6 i 7 8 9 9 10 4
2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 13 | 14 | 15 16 S
3 4 6 7 8 9 11 12 | 13 15 16 | 18 19 | 20 | 22 6
6 7 9 11 12 14 16 17 19 | 21 23 [ 24 | 26 | 28 7
9 11 13 15 17 | 20 | 22 | 24 | 26 | 28 [ 30 | 32 | 34 8
14 16 18 | 21 23 | 26 | 28 | 31 33 | 36 | 38 | 40 9
19 [ 22 | 24 [ 27 [ 30 | 33 | 36 | 38 | 41 | 44 | 47 | 10
25 | 28 31 34 | 37 | 41 44 | 47 | 50 | 53 11
31 35 | 38 | 42 | 46 | 49 | 53 56 | 60 | 12
30 | 43 | 47 | 51 55 50 | 63 67 | 13
47 51 56 | 60 | 65 69 | 73 14
56 | 61 [ 66 | 70 | 75 | 80 | 15
66 | 71 76 | 82 | 87 | 16
77 | 82 | 88 | 93 | 17
88 | 94 (100 | 18
101 | 107 | 19
114 | 20
Test bilatéral : a0 =1 % Test unilatéral : a.= 0.5 %
3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | »
- - - - - - 0 0 0 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3
- - 0 0 1 1 2 2 3 3 4 5 5 6 6 7 8 <4
0 1 1 2 3 4 5 6 7 7 8 9 10 11 12 13 5
2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 15 16 17 18 6
4 6 7 9 10 12 13 15 16 18 19 21 22 24 7
7 9 11 13 15 17 18 20 22 24 26 28 30 8
11 13 16 18 20 22 24 27 29 31 33 36 9
16 18 21 24 | 26 29 31 34 | 37 | 39 2| 10
21 24 | 27 | 30 33 36 | 39 [ 42 | 45 | 48 | 11
27 31 34 37 41 44 47 51 54 12
34 38 42 45 49 53 56 60 13
42 46 50 54 58 63 67 14
51 55 60 | 64 | 69 | 73 | 15
60 | 65 | 70 | 74 | 79 | 16
70 | 75 | 81 86 | 17
81 87 | 92 18
93 99 | 19
105 | 20
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DOCUMENT 7

Détermination des ions fluorure, chlorure, nitrite, bromure, nitrate, phosphate et sulfate dans une
eau d'un systéme agricole en utilisant la chromatographie anionigue avec détection de conductivité
apres suppression chimique (source METROHM).

Principe:

La séparation des anions par chromatographie en phase liquide se fait sur une colonne spécifique
(échangeur anionique constitué par un copolymere réticulé greffé avec des groupements ammonium
guaternaires). La phase mobile, aprés séparation, entraine les ions jusqu’au suppresseur d’anions ou l'eau
est électrolysée avec dégagement de dihydrogéne. L’éluant (ions carbonates, bicarbonates) est transformé
en acide carbonique, acide faiblement dissocié, qui produit une conductivité dite résiduelle, les cations sont
éliminés au niveau du suppresseur. Les anions sont alors détectés par conductimétrie. L’ion est identifié par
son ordre de sortie et son temps de rétention.

Conditions chromatographiques et protocole opératoire

Colonne Metrosep Anion Dual (3 x 150 mm)
4 mmol/L Na>COs / 1 mmol/L NaHCO3
Mettre 424 mg de carbonate de sodium anhydre et 84 mg

Eluant d’hydrogénocarbonate de sodium dans 1L d’eau ultra-pure. Filtrer
et dégazer. Conductivité aprés suppression chimique d’environ
17 uS/cm.

: . Mélange standard de fluorure, chlorure, nitrite, bromure, nitrate,

Echantillon
phosphate, sulfate

Débit 0,5 mL/min

Pression 3 MPa

Boucle

20 pL

Milieu de régénération : 50 mmol/L H2SO,
Milieu de nettoyage : Eau ultrapure

d’échantillonnage

Suppresseur

Informations sur les réactifs (Source https://fr.wikipedia.org)

Phrases de
Réactifs Formule Masse molaire Pictogrammes | danger et de N° CAS Divers
prudence
Hydrogénocarbonate Autre nom
de sodium NaHCOs 84,0066 g/mol 144-55-8 Blcarbo_nate
de sodium
Carbonate de sodium Na2COs3 105,9884g/mol H319 497-19-8
H290
dap H314
Acide sulfurique H2S04 99,078 g/mol P280 7664-93-9
P309
P310
Nitrate de sodium NaNO3 84,9947 g/mol 7631-99-4
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DOCUMENT 8

Suppresseur ionique (source METROHM)

Le Metrohm Suppressor Module (MSM) se compose de trois cartouches remplies d’'une résine échangeuse
de cations. La premiere cartouche sert a la suppression. La deuxiéme cartouche est régénérée en paralléle
avec un acide dilué (par ex. de I'acide sulfurique) alors que la troisiéme est rincée avec de I'eau ou avec la
sortie du détecteur. Avant toute analyse, le suppresseur pivote de 120° afin que la suppression se fasse
toujours avec une cartouche régénérée et rincée.

Réactions intervenant lors de la suppression chimique :

Analyte ion NOs: ‘
Na*NO;3;™ + R-SOz H* > H*NO3™ + R-SO3zNa* =

(R = matériau support) , Connexion

1" cartouche

Dans cet exemple d’analyse d’anions, le contre-ion de I'analyte
est constitué par I'ion sodium. Celui-ci est échangé contre un
proton dont la conductance équivalente est cing fois
supérieure, ce qui accroit la conductivité de la solution
d’échantillon et par conséquent, 'amplitude du signal de
maniére significative.

On utilise comme éluant des sels d’acides faiblement dissociés comme le carbonate de sodium ou
I'hydrogénocarbonate de sodium.

Connexion a la
3% cartouche

Eluant :
Na*HCO3;™ + R-SOzH* & H,CO3 + R-SO3s"Na* (R = matériau support)
Na.CO;3 + 2 R-SOs7H* > H,CO3 + 2 R-SO3s Na* (R = matériau support)

Les contre-ions de I'éluant sont également échangés contre des protons. L’acide carbonique qui en résulte
est instable et seulement faiblement dissocié, raison pour laquelle une conductivité résiduelle plus basse est
mesurée. Selon la composition de I'éluant, le résidu de conductivité est classiquement de I'ordre de 10 a 20
puS/cm

Sortie colonne
b o MCS
\ / | \
— 3 [ /¥ N =2 5
o Jmﬂ! g Merant ’ y \ Détecteur de conductivité
O,‘ B = > 4 3
& y >
i M | oy o
Pompe péristaltique AN

waste nns.
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