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Article abstract

The objective of our work was to identify the chlorination byproducts of two
amino acids, proline and methionine, structures that were found to be very
reactive with chlorine, showing high chlorine demand and high total
organohalogenated compounds (TOX) and chloroform formation potentials.

Concentrated solutions of each amino acid were prepared in MilliQ water
buffered with phosphate at pH 8 and chlorinated at a dose equal to 8 moles of
chlorine per mole of amino acid. Chlorinated solutions were stored at 20°C (in
the dark) for 72 hours before applying our extraction procedure. Two different
solvents were used, pentane first, followed by diethyl ether under acidic and
basic pH.

After concentration (rotary evaporation, nitrogen flow) and derivatization (a
few drops of diazomethane were added to the diethyl ether extracts prior to
analysis), the different extracts were analyzed by gas chromatography / mass
spectrometry.

Most of the byproducts that were identified were analyzed from the diethyl
ether extracts obtained at acidic pH. A large number of structures were
detected in the extracts of the chlorinated proline solution, and only a few in
the extracts from the methionine solution. Most of the identified compounds
are chlorinated structures including a carboxyl function. Trichloroacetic acid
and dichloroacetic acid were identified as common chlorination byproducts of
the two amino acids studied. The two intermediates in the formation of these
two acids, CCI3CONH2 and CHCI2CONH2, were also found.

N-chlorodichloroaldimine and N-chlorotrichloroaldimine have been identified
as chlorinated proline by-products. The chlorination of this amino acid also
leads to the formation of chloroacids compounds which present an aldehyde or
a nitrile function as a terminal group; a pyrrole structure is also proposed. The
chlorination of methionine has been shown to produce several chlorosulfur
compounds. The structures identified in the chlorinated methionine solution
were H2CCISO2Cl, HCCI2SO2Cl and HCCI2CONH2. Molecular sulfur (S8) was
also obtained.
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Identification par couplage CG/SM

des sous-produits de chloration de deux acides

aminés libres, la proline et la méthionine

Identification of chlorination by-products of two free
amino acids, proline and methionine, using GC/MS

L. HUREIKI! et J.P. CROUE!

Regu le 25 octobre 1995, accepté le 20 juin 1996,

SUMMARY

The objective of our work was to identify the chlorination by-products of two
amino acids, proline and methionine, structures that were found to be very
reactive with chlorine showing high chlorine demand and high total organo-
halogenated compounds (TOX} and chloroform formation potentials.

Concentrated solutions of each amine acids were prepared in MilliQ water
buffered with phosphate at pH 8 and chlorinated at a dose equal to 8 moles of
chlorine per mole of amino acid. Chlorinated solutions were stored at 20°C
{obscurity) for 72 hours before developping our extraction proceduore. Two dif-
ferent solvents were used, pentane first, followed by diethyl ether at acidic and
basic pH.

After concentration (rotarory evaporation, nitrogen fiow) and derivatization (a
few drops of diazomethane were added to the diethyl ether extracts prior to
analysis), the different extracts were analysed by gaz chromatography/mass
spectrometry.

Most of the by-products that were identified were analysed from the diethyl
ether extracts obtained at acidic pH. A large number of structures were detec-
ted in the extracts of the chlorinated preline sclution, and only a few in the
methionine one. Most of the identified compounds are chlorinated structures
including a carboxyl function. Trichloroacetic acid and dichloroacetic acid
were identified as common chlorination by-products of the two amino acids
studied. The two intermediates of the formation of these two acids,
CCLCONH, and CHCI,CONH, were also found.

The N-chlorodichloroaldimine and the N-chlorotrichloroaldimine have been
identified as chlorinated proline by-products. The chlorination of this amine

1. Laboratoire Chimie de I'Eau et des Nuisances URA CNRS 1468, Ecole Supérieure d'Ingénieurs de Poitiers,
Université de Poitiers, 40 avenue du Recteur Pineau, 86022 Poitiers cedex, France.
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acid also leads to the formation of chloroacids compounds which present an
aldehyde or a nitrile function as a terminal group.

A pyrrole structure was also proposed. The chlorination of methionine have
been shown to produce several chlorosulfured compounds. The structures that
were identified in the chlorinated methionine solution are, CH,S0,Cl,
H;CCIS0,Cl, HCCLL,50,Cl1 and HCCl,CONH,. Molecular sulfur (S8) was
also obtained.

Key-words: proline, methionine, chlorination, GC/MS analysis, chlorinated and chloro-
sulfured byproducts.

RESUME

L’objectif de ces travaux a consisté en P’identification des sous-produits de
chloration de deux acides aminés libres, la proline et la méthionine, structures
reconnues pour leur grande réactivité avec le chlore.

Les expériences ont été condnites & pH 8 pour un taux de chlore fixé & 8 moles
de chlore par mole d’acide aminé et un temps de contact de 72 heures. Les
sous-produits de chloration ont é1é extraits successivement par le pentane et le
diéthyléther (pH acide et pH basique, extraction suivie d’une dérivation au
diazométhane) et identifiés par couplage CG/SM.

L'essentiel des sous-produits de chloration identifiés a été observé dans
Pextrait éthéré obtenu & pH acide, que ce soit pour la proline ou la méthionine.
Les acides dichloroacétique et trichloroacétique, composés retrouvés dans les
eaux de surface désinfectées au chlore, ont été détectés pour les deux molécules
étudides.

Les travaux effectués avec la proline ont permis d’identifier également la N-
chlorodichloroacétamide et la N-chlorotrichloroacétamide. On pent noter éga-
lement la formation de quelques chloroacides présentant un groupement ter-
minal aldéhyde ou nitrile caractéristique, ainsi que des composés i structure
pyrrole.

En ce qui concerne 1a méthionine, les analyses par couplage CG/SM ont permis
d’identifier quelques composés organiques chlorosoufrés comme le chiorure de
méthyle sulfonyle, le chlorure de chiorométhyle sulfonyle et le dichlore-1,1
diméthyle sulfonyle, ainsi que du soufre moléculaire S8.

Mots clés : proline, méthionine, chiloration, couplage CG/SM, sous-produits chiorés et
chlorosoufrés.

1 - INTRODUCTION .

Lorigine des composés organchalogénés formés lors de la chioration des
eaux naturelles est principalement attribuée aux substances humiques qui consti-
tuent une fraction importante du carbone organique dissous (environ 50 % du
COD des eaux de surface). Les nombreux travaux de chloration effectués a partir
des substances humiques isolées d’eaux naturelies ont en effet permis d’identi-
fier un grand nombre de structures également observées dans les eaux potables
désinfectées au chlore (CROUE, 1987 ; RECKHOW et al., 1990).

Les substances humiques et en particulier les fractions de plus hautes mas-
ses moléculaires sont en grande partie éliminées au niveau des étapes de clarifi-
cation (VIK et al., 1985 ; SEMMENS et STAPLES, 1986) et d'ozonation (LEGUBE et
al., 1989) des filieres de traitement.
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Les travaux réalisés par JADAS-HECART (1989) ont montré que les acides ami-
nés peuvent alors englober au niveau des eaux traitées une part importante des
sites consommateurs de chlore. Les résultats publiés par HUREIKI et ai. (1994)
ont de plus mis en évidence la forte réactivité vis-a-vis du chlore de certains aci-
des aminés libres, On obtient alors des potentiels de formation de trihalométha-
nes (PFTHM) et de composés organohalogénés totaux (PFTOX) élevés.

Laction du chlore sur les acides aminés se traduit par la formation des chiora-
mines minérales, des aldéhydes et des nitriles correspondants (ALOUINI, 1987 ;
LE CLOIREC et MARTIN, 1984} et notamment des sous-produits organochlorés
(PEREIRA et al., 1973 ; DE LEER et al., 1986,1990 ; TREHY et al., 1986 ; HORTH,
1989 ; BENABDESSALEM et al., 1990).

Toutefois, seules quelques structures ont été appréhendées dans la littéra-
ture, comme l'acide aspartique, la tyrosine, la phénylalanine et ta lysine (TREHY et
al., 1986 ; DE LEER et al., 1986 ; HORTH, 1989) ou encore ia proline (DE LEER et
al., 1990).

Lobjectif de cette étude a consisté en I'identification des sous-produits de
chioration de deux acides aminés ; un acide aminé secondaire, ta proline et un
acide aminé soufré, la méthionine. Si le premier a déja fait I'objet de quelques tra-
vaux, en revanche, trés peu des données sont disponibles pour la molécule sou-
frée. Notons que ces deux composés sont caractérisés par des potentiels de for-
mation de chloroforme (PFTHM) et de composés organohalogénés totaux
(PFTOX) importants {HUREIKI, 1993 ; HUREIKI et al., 1994).

2 — MATERIELS ET METHODES

2.1 Généralités

La verrerie utilisée lors des expériences de chloration est préatablement lavée
a l'acide sulfochromigue, puis rincée a I'sau Milli-Q produite par une unité Milli-
pore (Milli RO et Milli Q), présentant une résistivité de 18 10° Q cm™' et une
teneur en COD inférieure & 100 pg I-1. Elie est ensuite stockée pendant au moins
deux heures sous solution de chlore (100 mg 1), puis rincée a I'eau Milli-Q juste
avant utilisation.

La solution mére de chlore est préparée au taboratoire par action de l'acide
chlorhydrique sur le permanganate de potassium, le chlore libéré étant piégé
dans une solution de soude & pH 13. La concentration en chlore de la solution
obienue varie entre 20 et 25 mg Cl2 I71. Le titre des solutions tilles obtenues par
dilution pour les expériences est vérifié par iodométrie avant chaque utilisation,
aprés avoir ramené le pH a 9. Les solutions tampons sont préparées dans de
'eau Milli-Q par neutralisation de I'acide phosphorique avec de la soude.

2.2 Caractéristiques des acides aminés libres étudiés

Le tableau 1 présente quelques caractéristiqgues physico-chimigues des deux
acides aminés libres étudiés dans ce travail.
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Tableau 1 Structures et potentiels de réactivité avec le chlore des acides aminés libres
étudiés (d’aprés HUREIKI et al., 1994).

Table 1 Structures and chiorine reactivity potentials of the studied free amino acids
(data from HUREIKI et al., 1994).

Acides  Masse  Cniore  Demamde ooy pepye

appliqué  en chiore Structure
Aminés  moléculaire mg/mgC  mo/mg C pg Ci/mg & py €H/mg C
Mé(‘r'::gt")‘“e 14921 94 74 805 <02 NH,
CH;-5-CH-CH,-CH-COOH
Proline ﬂ
{pro) 115,13 9.4 63 189 <0,2 i :/COOH

Les expériences ont été conduites avec des solutions d’acides aminés con-
centrées (100 mg 1), préparées avec un tampon phosphate pH 8 de force ioni-
gue 10-2 M. La chioration a &t& réalisée sur un volume de 1 000 ml, en flacon
rodé & un taux de 9,4 mg/mg C (& lobscurité, & 20 °C). La réaction a été stoppée
aprés 72 heures de temps de contact par ajout d’'un excés de métaarsenite de
sodium (0,77 mol ). En paralléle, la solution tampon a été chiorée puis déchlo-
rée dans les mé&mes conditions (quantité de chlore équivaiente et réducteur en
exces).

Un blanc a été réalisé a chague expérience par chloration d’eau Milli-Q tam-
ponnée (pH 8, phosphate 1072 M) avec une dose de chlore appliquée équivalente
a celle de P'échantillon d’acide aming étudié.

Les solutions d’acides aminés chlorées puis déchlorées ainsi que les blancs,
ont alors fait Fobjet d'un protocole expérimental d’extraction identique. |l com-
prend plusieurs phases d’extraction liquide/liquide réalisées avec des solvants de
poiarité différente et pour des conditions de pH variables. Les extraits obtenus ont
été purifiés et suivis éventuellement d'une dérivation chimique par te diazomé-
thane.

Les solvants utilisés ont été contrélés par analyse chromatographique avant
toute phase d'extraction. Les différentes étapes du protocole d'identification sont
présentées dans la figure 1. Notons que les sels utlisés lors de cette expérience
sont préalablement purifiés par extraction a {'éther diéthylique.

2.3 ldentification par couplage chromatographie
gazeuse /spectrométrie de masse

Lidentification des sous-produits de chloration des acides aminés libres étu-
diés a été réalisée par couplage chromatographie gazeuse/spectrométrie de
masse. Le choix de I'équipement s’est porté sur 'ensemble chromatographique
VARIAN 3300 couplé & un spectrométre de masse FINNIGAN ITS 40 (piége
d’ions).

Le systéme par piégeage d'ions ou «ion trap » offre a la spectrométrie de
masse une limite de détection, en spectre complet, nettement inférieure a celle
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SOLUTION D'ACIDE AMINE
CHLOREE PUIS DECHLOREE
(1 000 ml & 100 mgh acide aminé; 8 mol/mol;
72 henres; 0,77 mol /1 métaarsenite de sodium)

EXTRACTION PENTANE
10 mi (par fraction de 100 ml d'échantillon)

PHASE ORGANIQUE FHASE m:ou:-:usna_4
450 ml} (450 ml)
ALCALINISATION ACIDIFICATION
apH 10 avec NaOH apH2 avec HC
AJOUT DE NaCl
(100g) |
IDEM
MILIEU ALCALINISE

EXTRACTION PAR LETHER
DIETHYLIQUE
{avec 2 fois 50 ml de solvam)

RECUPERATION (100 m] d'extraity

{€limination d¢ I'eau par congélation & - 18 °C)
\
CONCENTRATION CONCENTRATION AVEC EVAPORATEUR
SOUS COURANT E A 10ml
D' AZOTE PURIFIE ROTATIF SOUS VIDE m
r {2 température ambiante) j
Smi Sml
FRACTION NON METHYLATION PAR
METHYLEE LE D[AZOrETHA.NE
ANALYSES CONCENTRATION $OUS COURANT D'AZOTE PURIFIE
CG/FID, CG/ECD ET A25ml
COUPLAGE OG/SM i (!
(COLONNE DBS)  ANALYSES CG/FID, CG/ECD ET COUPLAGE CG/SM (COLONNE OV 1701)
Figure 1 Méthode d'extraction des sous-produits de chloration des acides aminés.

Extraction procedure for chlorination by-products identification.

des systémes traditionnels quadripolaires (10 ppb en spectire complet pour
’hexachlorobenzéne). Ce seuil de sensibilité trés faible, voisin de ceux observés
en chromatographie gazeuse munie de détection spécifique (détecteurs a cap-
ture d'électrons ou thermoionique) est particuliérement intéressant pour lidentifi-
cation de composés traces.

Le « piégeage d'ions » s'accompagne, en contrepartie, d’'un inconvénient
majeur, celui d'engendrer des phénomeénes dits « d’autoionisation ». Ces phéno-
ménes, qui sont reconnus par les scientifiques et qui peuvent virtuellement affec-
ter les composés de toute nature, sont associés au temps de réaction et a la con-
centration en ions dans la source (MG LUCKEY et al., 1988 ; PANNEL ef al., 18989).
Lobtention d'un rapport (M + 1)*/M* anormalement élevé engendre des difficultés
d'interprétation des spectres. Les problémes d’interprétation des spectres de
masses oblenus ne peuvent étre résolus que par la mise en ceuvré des deux
modes de fragmentation par impact électronique et par ionisation chimique.
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Dans le cadre de ces travaux, tous les extraits obtenus avec le pentane et
'éther diéthylique qui ont fait I'objet d'une étude par couplage chromatographie
gazeuse/spectrométrie de masse, ont été préalablement analysés par chromato-
graphie gazeuse {détecteurs a ionisation de flamme et a capture d'électrons).
Ces opérations ont pour objectifs d’apprécier grossiérement {a concentration des
composés dans les extraits afin de limiter les phénomeénes d’autcionisation dans
"le piege d'ions” (dilution si nécessaire) et d'effectuer une identification préalable
des composés de types organochalogénés connus.

Les composés extraits par le pentane ont été chromatographiés sur une
colonne capillaire apolaire de type DB5 (JW Scientific, L = 30 m, DI = 0,32 mm).
Les composés obtenus par extraction avec I'éther diéthylique ont subi une chro-
matographie sur une colonne sensiblement plus polaire de type OV 1701 (L=
25 m, DI = 0,25 mm). Les mémes colonnes ont été utilisées lors des injections
sur les systémes CG/FID, CG/ECD et CG/SM.

Les analyses par couplage CG/SM ont été pratiquées, pour chaque extrait, en
mode impact électronique et en mode ionisation chimique. Lisobutane a été
retenu comme gaz réactant pour 'ionisation chimique. Les conditions chromato-
graphiques sont les suivantes :

Températures : injecteur 250 °C (spiitless)
Four 40 °C (5 min) 4 5 °C/min jusqu’a 220 °C (5 min)
Source 220°C impact électronique
180 °C ionisation chimique
Gaz vecteur : Hélium

3 - RESULTATS - DISCUSSION

3.1 Principaux sous-produits de chloration identifiés
par couplage CG/SM : Chromatogrammes et spectres de masses

La détermination de structures organiques a partir de leur spectre de masse
est toujours entachée d'un certain degré d'incertitude lorsque celui-ci ne peut pas
&tre comparé & celui d’'un étalon analysé dans les mémes conditions. Cette
rigueur dans le mode d'interprétation ne peut matériellement pas étre appliquée
en permanence.

Dans le cadre de ce travail, les produits identifi@¢s a partir des spectres obte-
nus en CG/SM par impact électronique et ionisation chimique sont proposés sous
deux rubriques :

—~ composés dont la structure proposée a été confirmée er comparant leur
spectre de masse avec ceux d'une banque de données. lIs seront assignes de la
lettre C ;

— composés dont la structure présentée est incertaine. lis seront notés T pour
tentative.

La valeur de (M + 1)*, qui accompagne ces structures, a été déduite des
résultats acquis en mode d'ionisation chimique.
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3.1.1 Laproline

Une recherche poussée a déja été entreprise par DE LEER et al. (1990) sur
lidentification des sous produits de chloration de la proline. Ce composé a toute-
fois été retenu pour cette étude pour deux raisons. La premiére, les données de
la bibliographie ont été utilisées comme référence afin d’apprécier et de comparer
la qualité des spectres de masse obtenus sur un spectrométre de masse a piége
d’ions avec ceux provenant d'un systéme quadripdle plus classique. Le systéme
a piege d’'ions peut engendrer en effet des phénoménes d'autoionisation (MC LUC-
KEY et al., 1988 ; PANNEL et al, 1989), mais en contrepartie, ce type de spectro-
meétre est reconnu comme beaucoup plus sensible en spectre complet. C'est cet
avantage qui a justifié la seconde raison de ce choix dans le but de tenter d’iden-
tifier de nouvelles structures présentes a I'état de trace.

Seuls quelques composés ont été identifiés dans Pextrait pentane (fabl. 2).
Les structures identifi€ées sont principalement issues des données obtenues avec
Pextrait éthéré a pH acide. La figure 2 présente le chromatogramme obtenu en
mode impact électronigue (courant d’ions total).

Les principaux composés identifiés sont reportés avec leur spectre de masse
développé dans le tableau 3. Lessentiel des structures proposées correspond &
des esters méthyliques chlorés, I'estérification est probablement due & l'action du
diazométhane sur les acides correspondants.

3.1.2 La méthionine

Trés peu d'informations sont disponibies sur la nature des sous-produits de
chioration des acides aminés soufrés. Pour la méthionine, seul le chloroforme, le
trichloro-1,1,1 éthane et le dichloroacétonitrile ont été identifiés (FIELDING and
HORTH, 1986 ; HORTH, 1989). Néanmoins, les résultats présentés dans le tableau
1 ont montré que ce composé est un fort précurseur de TOX.

Tableau 2 Spectres de masse des principaux composés de {'extrait pentane de la
solution de proline chiorée.

Table 2 Mass spectra of the major chlorination byproducts of proline isolated with
pentane .
. M+1
Composés (IC) Spectres de masse m / z (IR}
- 41 ¢00) - 39 (69,3) - 68 (49,3) - 76; 78
1 C,HNCI T 104 (39,3, 13,1} 104; 106 (6,25; 2,1) - 144;
146 (1,2; <1)

39 (100) - 41 (59,3) - 75; 77 (86,8; 25) -
102; 104 (30; 10,3} - 110; 112; 114 (41.8;
2 (C4H4NCD-CCL,CHO T 212 25/43)-67(19,3)-49;51(11,5;5,3) -
138; 140; 142 (21,2; 13,7, 2,8) - 212; 214;
216(4,3; 4,3;1,5)
101 101; 103 (100; 30) - 39 (74,3} - 47; 49

3 CaH NCI T M+ (118,37} -66(15)73; 75 (21.8; 8,1)

'R : Intensité relative du fragment par rapport au fragment de base ; IC : tonisation chimigue ; T : Tentative d'identification
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Tableau 3 Spectres de masse des principaux composés de I'extrait éthéré et méthyié
avec le diazométhane {pH acide) de la proline chlorée.
Table 3 Mass spectra of the major chiorination byproducts of proline isolated with
ether and mehylated with diazomethane at acidic pH.
M+1
Composés (IC) Spectres de masse, m/z (IR)
83; 85; 87 (100; 63; 9,3) - 59 (45) - 48; 50 (25; 8.1) 35
! HCC,COOCH; 143 (10,6)- 143; 145; 147 (5, 3,1; <1}
87 (100) - 63; B5 (55, 14) - 59 (35) 45 (36,8) -
2 H,CCICH,COOCH, 123 49;51 (9,3;3.7) - 123; 125 (6,2, 3.1)
i 39 (100) - 75; 77 {89; 29) - M1 (73} - 116; 112; 114 (40,6;
3 (€5HsCl)-CN 139 26,8, 4,3) - 67 (17.5) - 138; 140 (7.5 1.2)
CCI,CNHOCH,
58 {100) - 47; 49 (16,3, 6)- 82; 84; 86 (12,5,8,1,1.8) -
4 ~NH 176 117, 117, 121 (7.5, 6,2, 2,1) - 113 (13,1} - 176; 178
Cl3-C7 1.2, <1
CCly \OCH} { <1}
59 (100) - 117; 119; 121 (59; 52; 6} - 82; 84; 86 (46.8;
5 CClLCOOCH, 177 28,6:5)- 47, 48 (58,7: 19,3) - 35 (25) - 141; 143; 145
{13.7,8,7;1,5) - 177;179; 181 (1; 1; <1)
HCCLCNCIOCH,
92; 94 (100; 318} - 83; 85; 87 (40,6; 25,6; 5) - 48; 50
6 ool C/,NCI 176 (22.5,7.5)- 110; 112; 114 (29,3; 20 8,7) - 140; 142 (17.5;
Cocn, 8,1)-176 (1)
B7 (100} - 55 (65) - 62, B4 (31,2; 10} - 83 (28,7)
7 OHC~(C,H,C)-COOCH, 151 119; 121 {25.5; 10.6) - 151; 153 (2,5; <1)
B H;CO0C-(CH,),-COOCH, 147 115 (100) - 55 {83) - 58 (35) - 87 (27) - 42 (10) - 147 (<t}
61; 63 (100; 38) - 117; 119 (96,8; 33) 96; 98; 100 {41.8;
9 OHC-CH,CCl,-COOCH, 185  26.8; 8,1)-156; 158; 160 (33,7, 19,3; 3,4) - 59 (46) - 185;
187; 189 (65; 40; 6,3)
0 NC-(CH,),-COOCH; 114 54(100) - 82 (81) - 42 (23) - 59 (14) - 86 (11) - 114 (30)
CCI,CNCIOCH,
92: 84 (100; 30.6) - 63; 65 {26,8: 8,1} - 117; 118; 121 (23;
1 ~NCI 210 19.4; 6) B2; 84; 86 (18,1; 11,2; 1,8)-35 (16,8)- 144; 146;
CCl-C7 148 (8,4;8,4:3,1) 174; 176; 178 (6,2, 6,2: 2,5) - 210 {<1)
OCH,
43 (100) - 131; 133 (9,3; 3,1) - 61; 63 (7,5, 3,1}
12 H;COCCH,CL,)-COOCH, 199 167:169:171 (3.7, 2.5, <1) - 198; 201 (<1, <1)
13 O,NACH,),-COOCH; 134 55{100) - 58 {75) - 41 {53) - 30 (57) - 46 {25) - 102 {11}
33 (100) - 112; 114; 116 (45,6; 26.2; 4,4) - 83; 85; 87
14 HCCLRCICOOCH, 207 (21,2;13,7,6,2)- 48; 50 (22,5; 7.,5) - 59 (18,7 - 89 (32,5) -
127; 129; 131 (5,6:3.7; 1) - 207; 209; 301 (2,5; 2,5; 1)
30 (108) - 59"57) - 61; 63 (80; 27,5) - 96; 98; 100 (12.5;
15 0,NRCC1,COOCH; 27 "7 81:1,5) - 155; 157: 159 (20; 125, 2,1) - 48 (12.5)
44 (100} - 48; 50 (B,7; 2,3) - 83; 85; 87 (3,7; 2,5; <1) 128;
16 HCCl,CONH, 128 130; 132 (<1 <1 <1y
68 (100) - 52 (47) - 59 (26) - B8; 90 (21; 6,8) - 42 (18) 148;
17 NC-(C;H;ChH-COGCH, 148 150 (25: 1)
59 (100) - 102; 104 (100; 30,6) - 52 {83) - 40 (30) 122;
18 NC~(C,H,C1,)-COOCH, 182 124;126 (52; 33; 5,6) - 86; B8 (55; 19,3) - 46; 148 (8.7;
3,1) - 182; 184; 186 (3.7, 2,5; <)
105 (100} - 107 (31,2) - 55 (39,3) - 39 {33,7) - 30 {41,8) 42
19 H,CCIRCICOOCH, 168 (26.2) - 188; 171173 (5.6 3.7 1)
44 (100) - 98; 100; 102 (5,2; 3.7, 1) - 117; 119; 124 (1.8;
20 CCl,CONH, 162 1,8 <1)82;84; 86 (7,5, 3,7, 1)- 47,49 (12,5;3.7)- 35

(7.9} 162; 164; 166 {1.2; 1.2; <1)
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Abondance ionique totale

Scan 300 6503 200 1200
Temps de rétention  5:00 10:00 16:00 20:00
Figure 2 Chromatogramme reconstitué de I'analyse par couplage CG/SM (impact

électronique) de 'extrait éthéré (pH acide} de la solution chlorée de proline.
GC/MS chromatogram of chiorinated profine (ether extract, acidic pHj.

Le chromatographe obtenu a pariir de Fanalyse CG/SM, en impact électroni-
que de l'extrait éthéré acide, est présenté a titre d’exemple dans la figure 3. Les
structures identifiées & partir des extraits pentane et éthéré (pH acide) sont
regroupées dans Je tableau 4.

Abondance ionique totale

;_
Scan
Temnps de rdtention  6:40 13:20 20: 00

Figure 3 Chromatogramme reconstitué de lanalyse par couplage CG/SM (impact
électronique) de l'extrait éthéré (pH acide) de la solution chlorée de méthio-
nine,

GC/MS chromatogram of chiorinated methionine (ether extract, at acidic
pH).



258 Rev, Sck. Eau, 10{2), 1997 L. Huréiki et J.P. Croué

Tableau 4 Spectres de masse des principaux composés de I'extrait éthéré et méthylé
par le diazométhane (pH acide) et de ['extrait pentane de la méthionine

chlorée.
Table 4 Mass spectra of the major chiorination byproducts of methionine identified
in methylated ether exiract at acidic pH and pentane extract.
M+1
Composés (it Specires de masse m /z (IR}
Extrait éthéré
! HCCL,coocH, ¢ M8 ;
79; 81 (100; 4,6) - 64; 66 (7,5; <1) - 48; 50 (18,1; 1,2)
2 CH;50,1 C M5 is(175)-35 (87)- 115 T 118 (3.7; 1.5 <1)
3 CC1,COOCH; c 177 -
4 H,CCISO,C! T 149 49; 51 (100; 30) - 64; 66 {7.8; <1) - 36 (7,5) - 149 (1)
$3; 85; 87 (100; 64; 10) - 48;50 (115,25} - 63; 65 (3.7,
5 HCCI,30,CH, T8 1,3) - 45 (11.2) - 163; 165; 167 (1,2; <1: <1)
6 HCCI,CONH, c 128 -
Extrait pentane
HCC1,S0,CH,4 T 163 -
Sq C 257  64;66(100;8,7) - 96; 98 (16,8; 3,8) - 128; 130 (21,8,
4,06) - 160; 162 (17,5; 4,06) - 192; 194 (11,5; 3,1) - 256;
258 (325 11,2)

IR : intensité relative du fragment par rapport au fragment de base ; IC : lonisation chimigue ; G : Structure confirmée ; 7:
Tentative d’identification

3.2 Discussion des spectres de masses
des principaux composés chromatographiés

3.2.1 Laproline

Létude eftectuée avec la proline a permis de mettre clairement en évidence la
formation des acides dichloroacétique (pic majoritaire, composé 1) et trichioroa-
cétiqgue {composé 5), composés organo-halogénés majoritaires analysés dans
les eaux de surface chlorées et dans les solutions des substances humiques
chlorées (RECKHOW, 1984 ; CROUE, 1987). De plus, il est intéressant de noter que
quelques chloroacides identifiés présentent un groupement terminal aldéhyde ou
nitrite caractéristigue (composés 7,9, 17,18). _ .

Le spectre de masse du composé 6 correspond parfaitement a celut de ia N-
chiorodichloro-acétimidate identifié par PETERS et al. (1990). Ce produit résulte
de la méthylation par le diazométhane de ia N-chlorodichloroacétamide. D¥aprés
ces auteurs, la méthylation de ces composés N-chioroamides conduit & deux pro-
duits estérifiés, N-chloroimidate et N-imidate non substitué :

NHCI CH;N, ~NCl NH
R-C _— R-C + R

o ™ OCH, ™ OCH;

4

Le rapport entre la N-chioroimidate et I'imidate non substitué correspondant
dépend de l'excés du diazométhane utilisé. Cependant, I'imidate non substitué
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correspondant a la N-chlorodichloro-acétimidate n'a pas pu étre detecté. Par
contre, la présence de N-chlorotrichloroimidate (composé 11) et de son imidate
correspondant non substitué (composé 4) a été mise en évidence dans cette
étude,

La structure du composé 8, produit majoritaire au méme titre que P'acide
dichloroacétique (composé 1), si on se référe a l'intensité de son pic chromato-
graphique, n'a pas pu étre parfaitement étudiée. Lanalyse du spectre de masse
obtenu en impact éleclronique nous a permis de mettre en évidence deux grou-
pements importants (CH,CCl,)* et (COOCH,)*. L'analyse par ionisation chimi-
que a confirmé un pic de masse de (M + 1)* = 185, conduisant par déduction a la
proposition de la structure suivante : OHC~CH,—CCl,~COOCH,.

{'étude des extraits pentane et éthéré (pH basique) a permis de mettre en évi-
dence la présence de structure du type pyrrole ou pyrroline (tabl. 2). D’apreés la lit-
térature, le groupement pyrrole non substitué se caractérise par un fragment d'ion
moléculaire relativement important et un pic de base a m/z = 39.

Ainsi pour le composé 2, qui représente le sous-produit le plus abondant de
lextrait pentane si on se référe a lintensité du pic chromatographique, deux
structures peuvent étre proposées ;

al cl
0
[lNl—! oc —cl [N]
1
H (|_j =0
CHCI,

3.2.2 La méthionine

Outre les acides dichioroacétique (composé 1) et trichloroacétique
{composé 3) et le dichloroacétamide (composé 6), sous-produits organchalogé-
nés qui semblent classiques pour les acides aminés, la chloration de la méthio-
nine conduit a la formation des produits chlorosoufrés. Les specires de masse
des trois composés listés : le chlorure de méthyle suifonyle (composé 2), ie chlo-
rure de chlorométhyle sulfonyle (composé 4) et le dichloro-1,1 diméthyle sulfonyle
(composé 5), présentent tous des fragments de faible intensité 64 et 66, caracté-
ristiques des fragments sulfonyles (SO,), 'atome de soufre de masse 32 et son
isotope de masse 34 {4 %).

D’autres composés chlorosoufrés ont été mis en évidence lors de l'analyse
CG/SM de l'extrait pentane, leur structure n’étant pas présentée car trop incer-
taine. Néanmoins, cutre les fragments 64 et 66, tes fragments majoritaires analy-
5és sont comparables a ceux observés pour les composés de type chloroalcane,
avec des fragments caractéristiques (CCl;CCly)*, (CCly)*, (CCly)* et (CHCI,)*,
Les composés analysés sont probabiement des tri, tétra, penta et hexa chloro-
soufrés.

On peut noter que le composé 5, HCCl,-SO,-CH5 a été identifié dans les
deux extraits éthérés et pentane ; Il ne provient donc pas d’'une réaction secon-
daire liée au CHyN,.

Enfin, Fanalyse de I'extrait pentane a permis de mettre en évidence la pré-
sence de soufre molécuiaire Sg. Ce sous-produit peut provenir de réaction de
polymeérisation en chaine.
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3.3 Proposition de mécanisme de chloration
de la proline et de la méthicnine

3.3.1 La proline

Sur la base des différents sous-produits de réaction identifiés et en
s'appuyant sur les mécanismes réactionnels déja publiés sur ia proline ou sur
d’autres acides aminés, les figures 4 et 5 proposent des mécanismes de réaction
permettant d’expliquer la formation des principales structures identifiées dans
cette étude.

Les premiéres étapes intermediaires de réaction proposées par DE LEER et al.
{1990), conduisent a la destruction du cycle et & la formation d'un intermédiaire
de réaction, 'amino-4 butanal. Les différentes voies possibles d’oxydation de ce
composé (fig. 4) permettent d'expliquer la formation des principaux sous-produits
listés dans le tableau 3 ainsi que certaines structures discutées par DE LEER et al.
{1980).

1560
HpC.-CH—CO0l
]

HOCY
H1‘i'—f-‘"2
€., OH—CO0K

(n]
101, €,

G Sz
H;E\N¢CH

HoN—CHy~Cliy—CHy—CHO
l]m {subsiinion)

F’WMN—mrfﬂz—Cﬂrmo
tuu:l

€1N—CHy—~CHy—CHz—~CHO
[=]

H,c—cu,-cnz—cuo OHC—CHy —CH7~CHO

HOCT (axydation)
HOCI (oxydstion}

NC—CHy —CHy~CHO

HOC! (suydation)
OHC—CHy —CHy—CO0H

NC—Cli; —CH—COOH™  HOGC—CHy —CHz~COON *

Figure 4

B

e

-
4

C~Cl—Cli—Cit0

HN=CH—CCty —Cli—Cho 1iN=CI— CIICI —CNg—CHO

lllOC‘l (onydaive) llloﬂ {onydation}

COC—CIC —ClZ—CIO
lnocl torydsiion}

1100C—CCl —Clp~ClIoT
1HOC] tosydation)
- -
HDOC—CCl, —Cil - Cool HOOC—CHC1 —Cll—CooH
¥

CHCly —Clir-C0CH CligCl—C}Iz"'CODi[*

Chloration de la proline : schéma réactionnel basé sur la production de

raming-4, butanal. Le mécanisme de ce dernier a é1€ proposé par DE LEER
et al. (1990). (* Structures identifiées dans cette étude).

Chiorination mechanism of proline based on the production of 4-aminobita-
nal. The formation of 4-aminobutanal was proposed by DE LEER et al.
(1990). {* Structures identified in this study).
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La production des acides dichloroacétique et trichloroacetique semble com-
mune pour les acides aminés. La formation de ces deux composés pourrait étre
issue de Foxydation des dichloro et trichloroacétonitriles (fig. 5), structures nen
détectées dans nos extraits compte tenu de nos conditions de travail (excés de
chlore, temps de contact 72 heures), mais identifiées par d'autres auteurs
(HORTH, 1989}.

NC—CHEly e NG (T

>
2 HC—C z
NHy NG NIl . NilCQl
-
CHC—COOH c13c—cooH”
Figure 5 Mécanisme de formation des acides dichloro et trichloroacétiques a partir

des dichloro et trichloracétonitrile, (* structure identifiées dans cette étude).

Dichiporoacetonitrile and trichloroacetonitrile as intermediate structures of
the production of dichloroacetic and trichloroacetic acids, (* structures iden-
tified in this study).

3.3.2. La méthionine

La réactivité des acides aminés soufrés avec le chlore est relativement impor-
tante comme en témoignent les valeurs de demande en chlore et le PFTOX
(tabl. 1). La présence du groupement soufré au sein de la structure de ta methio-
nine (et de la cystéine) est trés certainement responsable d'une part importante
de la consommation en chiore de cette molécule, le groupement aminé n'engen-
drant qu'une demande en oxydant de 'ordre de 2 moles par mole.

bz
ClHy==5 ~~CHy —Cll —CH —COCH
noa
ity

CHy—3 —Cliz —~Cliz — 31 —CoON

o HoQl #»uc:. 0,
0
[ o

cu,——ﬁ —Clly —Clly —cin

o PIDG

Q

cu,-—-g: —CHg — CHCI -—cio -
3 HoQ "

N
{cHs—s0; —coon) « cne—coon

HoQ noct

/ ! \ .

CHy—30;3—Cl €C13—~—COaH
\}uoct

CllzCI'—SOY—'CI.
Figure 6 Chloration de la méthionine : proposition d'un schéma réactionnel simplifié,
(* structures identifiées dans cette étude).

Chlorination of methionine : proposition of a simplified reaction scheme,
(* structures identified in this study).
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Le schéma réactionnel proposé figure 6 met en évidence l'oxydation classique
d'un thioéther en sulfoxide et en sulfone dans les premiéres étapes de la réaction.
La grande réactivité de la fonction aminée conduit 4 la formation d'une structure
présentant un groupement SO, et une fonction aldéhydique en bout de chaine.
Lattaque de cette molécule par le chlore conduirait a la rupture de la liaison C,-
C, pour donner Facide dichloroacétique ainsi qu'un composé de structure
CH4S80,COOH. Si ce dernier composé n'a pas été identifié, par contre, 'acide
dichloroacétique et 'acide trichloroacétique ont été détectés dans I'extrait éthére
de la solution de méthionine chlorée. Le dichloro-1,1 diméthyle sulfonyle, struc-
ture majoritaire identifiée, pourrait également étre issu de cette rupture de la
liaison C,-Cs.

La formation hypothétique de la molécule CH3SO,COOH permet d'expliquer
l'existence du chlorure de méthyle sulfonyle (CH5-SO,-Cl) et du chlorure de chlo-
rométhyle sulfonyle (CH,CI-SO,-Cl).

CONCLUSION

Les acides dichioroacétique et trichioroacétique, composés organochlorés
majoritaires retrouvés dans les eaux de surface chlordes, ont été identifiés
comme sous-produits de chloration de deux acides aminés; la proline et la
méthionine, Parmi les nombreux autres sous-produits de chloration de la proline,
cette étude a permis dlidentifier des composés du type N-chloroamide (N-chioro-
dichloroacétamide, N-chlorotrichloroacétamide), quelques chloroacides présen-
tant ou non un groupement terminal aidéhyde ou nitrite caractéristique et des
composés de structure pyrrole ou pyrroline. Les résultats obtenus avec la méthio-
nine ont montré que ce composé soufré est précurseur de dérivés chlorosoufrés
comme le chlorure de méthyle sulfonyle, ie chiorure de chlorométhyle suifonyle
ou encore le dichloro-1,1 diméthyle sulfonyle, structures pour lesqguelles il serait
intéressant d'évailuer la toxicité. La présence de soufre moléculaire Sg dans les
extraits de la méthionine chlorée souligne également Fexistence de réactions de
polymérisation.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ALOUINI, Z. (1987). Contribution a I'étude des suspension by chlorine : Implication of
réactions du chiore avec les principales chiorination of a-amino acids and uracil,
molécules azotées contenues dans les Water  Chlorination : Environmental
eaux. Thése de Docloral, Universitd de Impact and Health Effects. Jolley R.L,
Rennes |, n° d'ordre 70, Condie LW, Johnson J.D., Katz S,

Minear R.G., Mattice J.S. and Jacobs

BENABDESSELAM, H., PONCIN, J, VA, Eds. Ann Arbor, ML: Ann Arbor

MARTIN, G. (1990). Inactivation of E. Coli Science Publishers, Inc., 6, 783-794.



ldentification par couplage CG/SM

263

CROUE J.P. (1887). Contribution a I'étude de
I'oxydation par le chlore et l'ozone d’aci-
des fulviques naturels extraits d'eaux de
suface.Thése de Doctorat, Université de
Poitiers, n° d'ordre 89.

DE LEER, WB. BAGGERMAN, T, VAN
SCHALK, P. (1986}. Chicrination of o-cya-
noalkanoic acids in aqueous medium.
Environ. Sci. Technol., 20, 1218-1223.

DE LEER, W.B., ERKELENS, C., DE GALAN,
L. {1890). The influence of organic nitro-
gen compounds on the production of
organochlorine compounds in the chiori-
nation of humic material. Water Chlorina-
tion : Environmental Impact and Heaith
Effects. Jolley R.L., Condie L.W., Johnson
J.D., Katz S., Minear R.G., Mattice J.S.
and Jacobs V.A., Eds. Ann Arbor, (MI.:
Ann Arbor Science Publishers, Inc.), 6,
736-781.

FIELDING, M., HORTH, H. (1988). Formation
of mutagens and chemicals during water
treatment chlorination. Wal. Supply, 4,
103-126,

HORTH, H. {1889). Identification of mutagens
in drinking water. Aqua, 38, 80-100.

HUREIKI, L. (1993). Etude de la chloration et
de Tozonation d'acides aminés libres et
combinés en mifieu aqueux dilué. Thése
de Doclorat, Université de Poitiers,
n® d'ordre 21.

HUREIKI, L, CROUE, )P, LEGUBE, B
(1994). Chiorination studies of free and
combined amino acids.Wat. Res., 28,
n° 22, 2521-2531.

JADAS-HECART, A. (1989). Contribution a
I'étude de fa demande en chiore a fong
terme d'une eau potable. Modélisation et
identification de précurseurs organiques.
Thése de Doctorat, Université de Poitiers,
n® d'ordre 282.

LE CLOIREC, C., MARTIN G. (1984). Evolu-
tion of amino acids in water freatment
plants and the eflect of chlorination of
amino acids. Water Chiorination : Environ-
mental Impact and Health Effacts. Jolley
R.L., Brungs WA, Johnson J.D. and
Cumming R.B., Eds. Ann Arbor, (MI.: Ann
Arbor Science Publishers, Inc.}, 5, 821-
834.

LEGUBE, B., CROUE, JP, DE LAAT, J,
DORE, M. (1989). Ozonation of an extrac-

ted aquatic fulvic acid: Theoritical and
practical aspects.Ozone Science and
Engineering, 11, 1, 69-91.

McLUCKEY, S.A., GLISH, G.L., ASANO, K.G,,
VAN BERKEL, G.J. {(1988). Selt chemical
ionization in a ion trap mass spectrometer.
Anal. Chem., 60, 2312-2314.

PANNEL, L.K, PU, QL. FALES, HM,
MASCN, R.T., STEPHENSON, JL.
{1989). Intermolecular processes in the
ian trap mass spectrometer. Anal. Chernm.,
61, 2500-2503.

PEREIRA, WE., HOYANO, Y, SUMMONS,
R.E., BACON VA, DUFFIELD, AM,
{1573). Chlorination studies : The reaction
of agueous hypochlorous acid with o-
amino acids and dipeptides, Biochimica et
Biophysica Acta., 313, 170-180.

PETERS, J.B., DE LEER, W.B., GALAN, L.
{1990). Chlorination of cyanoethanoic
acid in aqueous medium. Environ. Sci,
Technol., 24, 81-86.

RECKHOW, D.A. (1984). Organic halide for-
mation and the use of pre-ozonation and
alum coagulation 1o control organic halide
precursors. Ph.D. Thesis, Department of
Environmental Sciences and Engineering,
CHAPEL HILL (N.C.).

RECKHOW, D.A,, SINGER, P.C., MALCOLM,
R.L. {1990). Chlorination of humic mate-
rials: Byproduct formation and chemical
interpretation. Environ. Sci. Technofl.,, 24,
1655-1664,

SEMMENS, M.J., STAPLES, A.B. (1986). The
nature of organics removed during treat-
ment of Mississipi river water. JAWWA,,
78, 2, 76-81.

THURMAN, E.M. (1985). Developments in
Biochemistry : Organic geochemistry of
natural waters. NIJHOFF M. and JUNK W,
Publishets, DORDRECHT.

TREHY, M.L., YOST, R.A, MILLES, C..
(1986). Chiorination byproducts of amino
acids in natural waters. Environ. Sci.
Technol., 20, 1117-1122.

ViK, E.A,, CARLSON, DA, EIKUM, AS,
GJESSING, E.T. {1985). Removing aqua-
tic humus from norvegian lakes,
JAWWA, 77, 3, 58-66.



