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RÉSUMÉ 
 

 
 
 
 
 
 
 

 1, le clothianidine 2 et le thiaméthoxame 

3 

leur efficacité dans la lutte contre les insectes ravageurs, ils sont aussi fortement 

ir 
 

exploitation apicole, par exemple. La présente recherche part du principe que ces 

pesticides, comportant un groupe N-nitroguanidine, sont photodégradables et que cette 

espèces azotées tels que des 

ions nitrites ou de l  
de dépistage des néonicotinoïdes, basée sur une adaptation de méthodes existantes pour 

les ions 

  1 a été choisi comme composé modèle, ce qui a permis 

         photolyse avec une lampe au 
 

dégradation par HPLC-MS. Ensuite, après des essais avec quelques composés 
 

nitrique, on           2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13 à 

  1 pré-irradié     

sous une simple lampe UV à 365 nm. En outre  

08 nm) est reliée avec la 

 0,001 mM et 1,00 mM, avec un domaine de linéarité 

0,10 mM à 1,00 mM. On a ensuite pu démontrer que, suite à une 

irradiation dans ces mêmes conditions, le thiaméthoxame 3 et le clothianidine 2 
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produisent des espèces qui réagissent aussi avec le DAN 13, donnant aussi un signal 
 

concentration. Par ailleurs des analyses HPLC- 2,3- 

naphthotriazole 15 l réaction du DAN 13  1 pré-irradié. 

Le 2,3-naphthotriazole 15 est en fait le produit final responsable de la fluorescence 

observée e  13. 

 
En somme, il a été démontré que le DAN 13 peut être utilisé pour dépister la présence 

des néonicotinoïdes imidaclopride 1, clothianidine 2 et la thiaméthoxame 3 et de façon 

indirecte, via leurs produits de photolyse, avec de bonnes sensibilités par  

 
 

Mots clés : apparition de fluorescence, clothianidine, 2,3-diaminonaphthalene, groupe 
N-nitroguanidine, imidaclopride, 2,3-naphtotriazole, pesticides néonicotinoïdes, 
sondes fluorescentes, thiaméthoxame. 



ABSTRACT 
 

 
 
 
 
 
 
 

Neonicotinoids, such as imidacloprid 1, clothianidin 2 and thiamethoxam 3, are 

insecticides widely used in agriculture. While they have demonstrated their 

effectiveness in controlling insect pests, they are also strongly suspected of causing the 

decline of bee populations. It may be useful to be able to rapidly detect neonicotinoids 

in the close environment or within, for example, a bee farm. The present research is 

based on the assumption that these pesticides, containing an N-nitroguanidine group, 

are photodegradable and that this reaction is probably accompanied by the release of 

nitrogen species such as nitrite or nitrogen oxide. The objective was then to develop a 

screening method for neonicotinoids, based on an adaptation of existing methods for 

nitrites or nitrogen oxides, using fluorescent probes in particular. For this purpose, 

imidacloprid 1 was chosen as a model compound, which made it possible to establish 

the experimental conditions allowing its photolysis with a mercury lamp (main line at 

254 nm) and the identification of the main degradation products by HPLC-MS. Then, 

after tests with some compounds reported to generate fluorescence in the presence of 

nitrite ions or nitric oxides, it was demonstrated that the addition of 2,3- 

diaminonaphthalene (DAN) 13 to pre-irradiated imidacloprid 1 allows the generation 

of a fluorescent signal that can be visualized under a simple UV lamp at 365 nm. In 

addition, for a given irradiation time (15 minutes), the intensity of the fluorescence 

emission signal (at 408 nm) is related to the concentration of the analyte between 0.001 

mM and 1.00 mM, with a linearity range in the range of 0.1 mM to 1.00 mM. It was 

then demonstrated that following irradiation under the same conditions, thiamethoxam 

3 and clothianidin 2 produce species that also react with DAN 13, also giving a 

fluorescence signal at the same wavelength, with an intensity that is a function of 
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concentration. Furthermore, HPLC-MS analyses have shown that 2,3-naphthotriazole 

15 is obtained by reacting DAN 13 with pre-irradiated imidacloprid 1, which is the 

expected fluorescent product in this project. 

 
In sum, it has been shown that DAN 13 can be used to detect the presence of the 

neonicotinoids imidacloprid 1, clothianidin 2 and thiamethoxam 3 indirectly via their 

photolysis products, with good sensitivity by the appearance of a fluorescence signal. 

 
Keywords: appearance of fluorescence, clothianidin, 2,3-diaminonaphthalène, 
fluorescent probes , group, imidacloprid, 2,3-naphtotriazole, neonicotinoid pesticides, 
N-nitroguanidin, thiamethoxam. 



INTRODUCTION 
 

 
 
 
 
 
 
 

Les néonicotinoïdes (souvent abrégés néonics) sont une classe de composés 

synthétiques utilisés comme insecticides.(Harada et al., 2016) Le premier 

 1, a été introduit en 1991. (Hladik et al., 2018) Il existe 

actuellement sept composés néonicotinoïdes commerciaux classés chimiquement 

comme N-nitroguanidines (imidaclopride 1, clothianidine 2, thiaméthoxame 3, et 

dinotéfurane), nitrométhylènes (nitenpyram) et N-cyanoamidines (acétamipride et 

thiaclopride).(Bass et Field, 2018) 

 
Les néonicotinoïdes représentent environ un quart du marché mondial des insecticides. 

(Tomizawa et Casida, 2011)  
sélectivement toxiques pour les arthropodes et relativement non toxiques pour les 

vertébrés.(Bass et Field, 2018) Ils sont donc très utiles pour protéger les cultures, les 

personnes, le bétail et les animaux de compagnie contre les attaques d'insectes nuisibles 

et la transmission de maladies. (Casida et Durkin, 2013) 
 
 

  donc une protection de 

longue durée contre les insectes ravageurs suceurs.(Simon-Delso et al., 2015) 

 
  sur le récepteur 

nicotinique de l'acétylcholine (nAChR).(Cimino et al., 2017) Ce récepteur est un canal 

ionique qui joue un rôle clé dans la signalisation nerveuse et tous les néonicotinoïdes 

sont hautement spécifiques à celui-ci.(Bass et Field, 2018; Tomizawa et Casida, 2005) 
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La sur-activation de ce récepteur par les pesticides entraîne chez les invertébrés une 

paralysie mortelle.(Guégan et al., 2017) 

 
En raison de leur caractère systémique, les néonics se répartissent dans toute la plante, 

y compris dans le pollen et le nectar, (Fairbrother et al., 2014) qui sont les principales 

sources alimentaires des abeilles ouvrières adultes.(Haydak, 1970) Ces pesticides 

largement utilisés sont donc suspectés comme responsables, du moins partiellement, 

du déclin des abeilles qui est actuellement observé dans plusieurs pays du 

monde.(Mitchell et al., 2017) Ce déclin suscite de grandes inquiétudes à cause des 

précieux services écosystémiques que les abeilles et autres pollinisateurs fournissent 

en fécondant les fleurs.(Whitehorn et al., 2012) 

 
Pour détecter et quantifier les pesticides incluant les néonics, des méthodes analytiques 

ont été développées. Actuellement la principale méthode utilisée est la HPLC- 

MS/MS.(Jovanov et al., 2013; López-Fernández et al., 2015; Song et al., 2018) Cette 

méthode est très efficace, pour à la fois pour détecter et quantifier les néonics, mais sa 

complexité instrumentale ainsi que son coût très élevé rendent difficile son utilisation 

sur le terrain, comme dans des fermes à petit budget. Nous avons pensé que des 

méthodes reposant sur la colorimétrie ou la fluorimétrie, par exemple, pourraient être 

plus abordables. 
 
 

comparable aux techniques utilisés antérieurement, mais qui présenterait un moindre 

coût.                       1, le 

clothianidine 2 et le thiaméthoxame 3, possèdent en commun une fonction N- 

nitroguanidine. Par ailleurs, il est connu que la photolyse de ce groupe génère des ions 

  oxydées.(Liang et al., 2019; Liu, W. et al., 2006; 

Moza et al., 1998; Palma et al., 2020; Wamhoff et Schneider, 1999) 
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  : une méthode ouvant 

utiliser la détection des espèces azotées réactives (exemple : des ions nitrites) pour 

le dépistage indirect des néonicotinoïdes suite à leur photolyse. En particulier, cette 

                                             lumineux émis par des sondes 

fluorescentes sélectives pour les ions  réactives et, 

de façon indirecte, ce signal fluorescent serait utilisé pour détecter les néonicotinoïdes. 

 
Les sondes fluorescentes sont de petites molécules qui subissent une modification de 

leur émission de fluorescence en réponse à un événement de liaison, une réaction 

chimique ou un changement dans leur environnement immédiat.(Fu et Finney, 2018) 

Les sondes fluorescentes utilisées dans cette étude sont la 2,3-diaminonaphthalène 

(DAN) 13 (Misko et al., 1993)   12 (Lu et al., 2015) et un complexe 

organocuivré 7 (Rout et Mondal, 2015),  
fluorescent. Par ailleurs, une coumarine modifiée 11 (Ma et al., 2014) ainsi qu 

rhodamine modifiée (Zheng et al., 2008), utilisées antérieurement pour la détection 

      ont aussi été envisagées pour la détection indirecte des 

néonicotinoïdes. Dans ce projet, des espèces azotées telles que des ions nitrites ou 

encore de         seront générés in situ par un pesticide de type N- 

nitroguanidines qui serait préalablement dégradé par photolyse. 
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CHAPITRE I 

PARTIE THÉORIQUE 

 
 
 
 

   , notamment les 

néonicotinoïdes, et leurs effets potentiels sur le déclin des colonies 

pollinisateurs, essentiellement les abeilles. 

 
Les méthodes de détection actuelles des néonicotinoïdes seront énumérées. Ces 

méthodes étant complexes et couteuses, dans ce projet nous présenterons une méthode 

alternative qui servira à détecter ces pesticid  

 
 

Les pesticides néonicotinoïdes de classe chimique N-nitroguanidine étant 

photodégradables, ils génèrent des produits de photolyse accompagnés d'espèces 

azotées.   rapportera quelques sondes fluorescentes antérieurement 

utilisées pour la détection , notamment 

 
1.1 Importance des abeilles dans les écosystèmes 

 
 

Avec près d'un million d'espèces, les insectes éclipsent toutes les autres formes de vie 

animale sur terre non seulement en nombre, en diversité et en biomasse, mais aussi en 

raison de leur importance dans le fonctionnement des écosystèmes.(Forister et al., 2019) 

Parmi l      

influencent fortement les relations écologiques, la conservation et la stabilité des 

écosystèmes, la variation génétique dans la communauté végétale et la diversité 
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florale.(Bradbear, 2009) Les abeilles, y compris les abeilles mellifères, les bourdons et 

les abeilles solitaires constituent le groupe de pollinisateurs le plus important. 

point de vue strictement utilitaire, environ 70 % des plantes cultivées pour la production 

de fruits, de légumes ou de graines dépendent de la pollinisation par les 

insectes.(Kearns et Inouye, 1997) En quelque sorte, si les pollinisateurs venaient à 

disparaitre, l'humanité serait confrontée à une crise alimentaire mondiale. 

 
Au cours des dernières décennies, un déclin important des populations 

observé, en particulier le syndrome d'effondrement des colonies d'abeilles (en anglais, 

colony collapse disorder). Celui-ci est influencé par de multiples facteurs biotiques et 

abiotiques.(Evans et al., 2009) Bien que les causes réelles soient encore en cours 

              et notamment les 

néonicotinoïdes, contre les insectes nuisibles peut avoir contribué au déclin des 

pollinisateurs comme espèces non ciblées.(Blacquiere et al., 2012) 

 
Quand bien même la vie humaine ne puisse pas perdurer sans les services écologiques 

rendus par les pollinisateurs, il est difficile de leur attribuer une valeur économique, 

même approximative. Malheureusement, ceci peut conduire à attribuer à leur 

conservation une priorité de financement ou d'action plus faible que d'autres besoins 

pour lesquels les valeurs, économiques ou autres, apparaissent plus importantes.(Losey 

et Vaughan, 2006) 

 
1.2 Insecticides néonicotinoïdes 

 
 

1.2.1 Définition des néonicotinoïdes et importance de leur utilisation 
 

Afin de nourrir la population mondiale en croissance rapide, les pesticides de synthèse 

ont été reconnus très importants pour la protection des cultures dans les systèmes 

                                ticides synthétiques 

augmente (Blacquiere et al., 2012) 



23 
 

 

Néanmoins dans les années 1980, de nombreux insectes ravageurs ont développé une 

résistance aux pesticides largement utilisés, tels que les organophosphorés, les 

carbamates et les pyréthrinoïdes. Dans ce contexte de résistance accrue aux insecticides 

existants, les composés néonicotinoïdes, inspirés de la nicotine, ont été présentés 

comme ayant plusieurs attributs clés qui ont conduit à leur adoption rapide dans les 

environnements agricoles et urbains.(Simon-Delso et al., 2015) 

 
Le professeur Shinzo Kagabu a reçu le prix international de l'American Chemical 

Society en 2010 en reconnaissance de sa découverte de l'imidaclopride 1 et du 

thiaclopride.(Kagabu, 2011) Cette découverte a ouvert la voie à « l'ère néonicotinoïde » 

dans la lutte antiparasitaire, cinq composés apparentés ayant rapidement suivi. 

(Tomizawa et Casida, 2011) Ces pesticides néonicotinoïdes sont maintenant 

commercialisés et peuvent être chimiquement classifiés comme N-nitroguanidines 

(imidaclopride 1, clothianidine 2, thiaméthoxame 3, et dinotéfurane), nitrométhylènes 

(nitenpyrame) et N-cyanoamidines (acétamipride et thiaclopride).(Bass et Field, 2018) 

(tableau 1.1). 

 
Tableau 1-1 Structures des insecticides néonicotinoïdes selon leur classification 

chimique. 
 

N­nitroguanidines N­cyanoamidines Nitrométhylènes 
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 (Elbert 

et al., 2008; Matsuda et al., 2001; Simon-Delso et al., 2015): 
 
 

- -à-  feuilles, 

ils sont diffusés dans toutes les parties de la plante. Ceci les rend efficacement toxiques 

pour les insectes ravageurs. La toxicité persiste pendant une période de temps variable 

selon la plante, son stade de croissance, la nature du pesticide et la quantité appliquée, 

ce qui confère à la plante une protection de longue durée. 

 
-            
système nerveux central des insectes, entraine la paralysie mortelle chez ces derniers. 

Cette interaction se base sur le fait que les néonicotinoïdes contiennent un fragment 6- 

chloro-3-pyridyle ressemblant à la nicotine et à l'épibatidine, qui sont tous deux de 

puissants agonistes des récepteurs nAChR. 

 
- Une efficacité de liaison inférieure aux récepteurs nicotiniques des vertébrés, par 

rapport aux invertébrés, qui procure une toxicité sélective pour les arthropodes. Ceci 

est renforcé par le fait que les insectes possèdent un système nerveux plus riche en 

nAChR. 

 
- Une polyvalence d'application, en particulier en tant que traitement des semences. Ils 

peuvent être utilisés comme enrobage des graines, trempage du sol ou granulés, par 

pulvérisations foliaires, injection directe dans les troncs d'arbres ou par pulvérisation 

chimique. Les méthodes autres que la pulvérisation directe aident à réduire le contact 

avec les insectes et   pour les vertébrés. Ceci est l'une des 

principales raisons pour lesquelles ces produits synthétiques sont de plus en plus 

utilisés pour la protection des cultures. 
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dans le monde. Ils sont enregistrés dans plus de 120 pays et particulièrement actifs 

contre de nombreux insectes ravageurs suceurs. En 2014, la part de marché des 

néonicotinoïdes dans le monde était supérieure à 25% de tous les insecticides. Le 

thiaméthoxame 3, l'imidaclopride 1 et le clothianidine 2 représentent près de 85% du 

total des néonicotinoïdes vendus. Les principales régions qui les utilisent sont 

l'Amérique latine, l'Asie et l'Amérique du Nord (75%). L'Europe ne représente que 11% 

du total des ventes mondiales.(Bass et al., 2015) 

 

 
Figure 1.1 - 

Unis (1994-2014).(Hopwood et al., 2016) 
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1.2.2 Effets des néonicotinoïdes sur les abeilles 
 

Le déclin des pollinisateurs dans l'environnement est influencé par de multiples 

facteurs, y compris les facteurs biotiques à savoir, les agents pathogènes, les parasites, 

ques 

comme les changements climatiques et la présence de polluants toxiques. Bien que les 

chimiques, notamment les néonicotinoïdes, contre les insectes nuisibles peut avoir 

contribué à la perte des pollinisateurs.(Blacquiere et al., 2012) 

 
Certains cher                                   

pourrait avoir un lien avec le déclin des abeilles, car leur mode d'action 
 

pollen et le nectar, principale nourriture des pollinisateurs. Combiné avec la persistance 

des néonicotinoïdes dans le sol et dans l'eau,  
rend ces pesticides biodisponibles pour les pollinisateurs, à des concentrations 

sublétales pendant la majeure partie de l'année.(Krupke et al., 2012) 

 
En outre, à proximité de zones traitées aux néonicotinoïdes, les apiculteurs ont observé 

différents troubles de comportement et signes inquiétants, tels que des abeilles 

désorientées, rassemblées en petits groupes sur le sol et présentant un comportement 

de recherche de nourriture anormal. Il a aussi été constaté des mortalités massives 

Cependant, aucun de ces signes, pris individuellement, ne peut constituer un effet 

unique des néonicotinoïdes. D'autres facteurs (ex. : dommages causés par des parasites, 

conditions météo difficiles, autres produits agrochimiques, etc.) pourraient 

produire des signes similaires, ce qui complique l'établissement d'un lien de causalité 

avec l                            (Krupke et al., 2012) Dans le secteur 

agricole, les néonicotinoïdes,  1, le clothianidine 2 et le 

thiaméthoxame 3,  
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de cultures tels que le colza, le tournesol, les céréales, etc. Cependant lors des semis, 

une petite proportion (<2%) est perdue sous forme de poussière. Cette poussière 

aérienne peut, à elle seule, être suffisante pour provoquer la mortalité directe des 

abeilles se trouvant à proximité. (Goulson, 2013) 

 
La recherche portant sur les effets des néonicotinoïdes sur les pollinisateurs est presque 

   Apis mellifera         

prédilectio 
 

 
 

 1, la clothianidine 2 et le thiaméthoxame 3 

sont tous très toxiques pour les abeilles A. mellifera (LD50 par voie orale : 0,004 à 0,005 

pg par abeille, LD50 par contact : 0,02 à 0,08 µg par abeille), bien que ces quantités 

soient encore sensiblement supérieures à celles généralement rencontrées par les 

abeilles d    
plusieurs ordres de grandeur moins toxiques pour les abeilles A. mellifera que les aux 

autres néonicotinoïdes (LD50 par voie orale : 15-17 pg par abeille, LD50 par contact : 8 

et l'acétamipride ont des demi-vies plus courtes dans l'environnement (3 74 jours dans 

le sol pour le thiaclopride, 31 450 pour l'acétamipride) par rapport à l'imidaclopride 1 

(28 1250 jours), la clothianidine 2 (148 6931 jours) et la thiaméthoxame 3 (7 353 

  là même, moins 

toxiques.(Lundin et al., 2015) 
 
 

              environnement, 

leurs différents métabolites peuvent à leur tour provoquer des effets néfastes sur les 

  3, qui se dégrade en 

clothianidine 2 qui est également toxique et même, commercialisé comme pesticide. 

       1 
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et/ou de ses métabolites provoque l'apparition rapide de symptômes de neurotoxicité, 

tels qu'une hyperréactivité, une hyperactivité et des tremblements. Après plusieurs 

heures, ces symptômes ont progressivement disparu et les abeilles ouvrières sont 

devenues hyporéactives et hypoactives.(Suchail et al., 2001) 

 
Enfin, les études sur les résidus ne fournissent généralement qu'une mesure de 

l'exposition à un moment donné. Le profil d'exposition dans le temps, c'est-à-dire la 

durée pendant laquelle les abeilles sont affectées par des concentrations variables de 

néonicotinoïdes sur le terrain, reste généralement inco 

quantités de pesticides utilisés lors des études sont souvent supérieure à celle utilisées 

par les agriculteurs sur le terrain. (Lundin et al., 2015) À partir de ce constat, il est 

            
 

 

1.2.3 Dégradation des néonicotinoïdes 
 

Plusieurs recherches ont été menées pour étudier le sort des néonicotinoïdes et de leurs 

produits de photolyse par la lumière solaire, principalement dans des solutions 

aqueuses. Une fois libérés dans l'environnement, ils peuvent atteindre les milieux 

aquatiques, atmosphériques et terrestres et être en contact avec de nombreux 

organismes vivants. Différentes études de photolyse  
1 (Liu, W. et al., 2006; Moza et al., 1998; Wamhoff et Schneider, 1999) en solution 

aqueuse, irradié par des lampes au mercure dont les intensités maximales varient de 

257 à 290 nm. Les voies de photolyse de celui-ci étaient variées la difficulté de 

les représenter par un schéma unique. Néanmoins les principaux produits de photolyse 

sont représentés par la figure 1.2. 
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Figure 1.2 Princip  1. 
 
 
 

Les résultats les plus importants auxquels ont abouti ces tests de photolyse (Liu, W. et 

al., 2006; Moza et al., 1998; Wamhoff et Schneider, 1999) sont: 

 
- La dégradation de l'imidaclopride 1 n'a pas été observée lorsque la solution aqueuse 

de celui-ci était maintenue dans l'obscurité. 

 
- La photolyse affecte uniquement le fragment imidazolidine de la molécule tandis que 

le fragment 6-chloropyridine reste inchangé. 

 
- La photolyse semble être initiée par le clivage de la liaison N-NO2. 

 

- Le produit de photolyse majoritaire -urée 5 (Figure 1.2). celui-ci 

peut être formé par clivage de liaison de N NO2 de la N-nitroguanidine, menant 

un dérivé guanidine (imidaclopride-guanidine 4), qui est ensuite hydrolysé, 

-urée 5. 
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Une hydrolyse a également été effectuée à différents pH. (Liu, W. et al., 2006) Les 

résultats montrent que dans un milieu acide ou neutre, l'imidaclopride 1 est plutôt stable 

et ne s'hydrolyse que lentement. Cependant, la vitesse d'hydrolyse augmente lorsque la 

solution est alcaline, le principal produit étant l'imidaclopride-urée 5. 

 
Une étude de la dégradation du clothianidine 2 et du thiaméthoxame 3 a également été 

menée. (Li et al., 2018) L'objectif de cette dernière était d'étudier les effets de 

différentes sources lumineuses sur la dégradation de ces deux pesticides dans différents 

sols agricoles. Les trois sources de lumière étaient : la lumière du soleil, une source de 

lumière ultraviolette A (UVA) et B (UVB). Il a été constaté que les effets du type de 

effet, les UVB ont provoqué les dégradations les plus rapides des deux insecticides. 

 dégradées par photolyse, forment quatre produits 

principaux pour le clothianidine 2 et trois pour le thiaméthoxame 3. On notera que la 

clothianidine 2  de photolyse du thiaméthoxame 3. Ces photolyses 

sont représentées dans les figures 1.4 et 1.5. 
 
 
 
 
 

 
Figure 1.3 Produits de photolyse du clothianidine 2. 
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Figure 1.4 Produits de photolyse du thiaméthoxame 3. 

 
 
 

Une étude récente a été menée photolyse de cinq néonicotinoïdes 

(imidaclopride 1, acétamipride, clothianidine 2, thiaméthoxame 3 et dinotéfurane). 

(Liang et al., 2019)                         tous ces 

néonicotinoïdes, le taux de photolyse  
voies de dégradation consistent principalement en des processus de photolyse suivie 

. 

 
 1, le clothianidine 2, le dinotéfurane 

et le thiaméthoxame 3  la plupart des produits de photolyse est tributaire 

du clivage de la liaison N-NO2, cette liaison étant la plus faible pour ces quatre 

molécules. À partir de tous ces résultats, il a été à chaque fois supposé que la photolyse 

des néonicotinoïdes entraine la perte de NO2
-. 

 
 

études de photolyse des N-nitroguanidines citées plus haut. 
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de relative à la photolyse         1 (Palma et al., 

2020), des espèces azotées oxydées ont été observées, par chromatographie 

ionique pour les ions nitrites et nitrates (NO2
- et NO3

-), et à l'aide d'un réacteur à flux 

gazeux et d'un analyseur de NOx , pour NO et 

NO2). Par ailleurs, les auteurs ont montré que les espèces azotées oxydées générées par 

la photolyse        1 peuvent être amenées à réagir avec des substrats 

sujets à la nitrosation, tel que le phénol, le résorcinol et le tryptophane. Les auteurs ont 

également exploré les aspects théoriques de la photolyse  1. En effet, 

des calculs quantiques ont proposé que la photolyse  1 implique un 

clivage homolytique de la liaison RN NO2 à l'état triplet ainsi que la formation de 

2
. menant à la formation de NOx, en phase gazeuse et aqueuse. Les 

espèces NOx formées à différentes proportions sont NO, NO2, NO2
- et NO3

-. Ceci 

confirme la formation des ions nitrites NO2
- et permet donc  la possibilité 

fluorescentes qui détectent les nitrites, pour une détection indirecte 

de ces néonicotinoïdes. 
 

1.2.4 Méthodes de détection usuelle des néonicotinoïdes 
 

L'utilisation croissante des néonicotinoïdes dans le traitement systématique des 

semences des cultures constitue une cause sérieuse de pollution des ressources en eau 

et de l'environnement, et par conséquent, la contamination des sources de nourriture. 

À cet effet, des méthodes de détection et de quantification des néonicotinoïdes ont été 

développées. 
 
 

repose sur les séparations par HPLC. Certaines études analytiques ont permis la 

détermination simultanée de quatre insecticides néonicotinoïdes (acétamipride, 

imidaclopride 1, thiaclopride et thiaméthoxame 3) dans des solutions de miel et des 

  méthodes HPLC-MS (Di Muccio et al., 2006; 

Fidente et al., 2005) ainsi que par HPLC-TLS (Guzsvány et al., 2007) avec des limites 
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ꞏkg-1 (ppm). Des études plus récentes ont permis la 

détection des sept insecticides néonicotinoïdes dans des produits agricoles, 

alimentaires, des échantillons de miel et de pollen, et ce, par chromatographie liquide 

équipée d'un détecteur UV (Watanabe et al., 2007),  
masse en tandem UPLC-MS/MS (Liu, S. et al., 2010), HPLC-MS/MS (Chen, M. et al., 

2013; Jovanov et al., 2013; López-Fernández et al., 2015; Song et al., 2018) et 

chromatographie liquide capillaire avec détecteur UV  et al., 2020) 

avec des lim ꞏkg-1                                            s a permis la 

détermination de tous les insecticides néonicotinoïdes et de certains de leurs 

métabolites par HPLC-MS/MS (Gbylik-Sikorska et al., 2015). 

 
Toutes ces méthodes ont permis une détection rapide et efficace des néonicotinoïdes à 

des limites de détection très basses. Néanmoins, elles présentent plusieurs 

                              - 

faisabilité sur le terrain. 
 

À partir de ce constat, on se propose de mettre au point une méthode qui allierait la 

simplicité et efficacité à un moindre coût. 

 
1.3  

 
 

1.3.1 Définition du phénomène de fluorescence 
 

La luminescence est une émission de photons, donc de lumière, ultraviolette, visible 
 

 

photoluminescence. Dans la photoluminescence, on distingue la fluorescence, la 

phosphorescence et la fluorescence retardée.(Valeur, 2003) 
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Le phénomène de fluorescence peut être décrit par le diagramme de Jablonski (voir la 

figure 1.5 

 
                     quand une molécule absorbe un photon, il en résulte une 

augmentation de l'énergie de la molécule, ou une excitation. Celle-ci se traduit par le 

passage d'un de ses électrons d'un état énergétique fondamental à un état excité, 

habituellement du singulet fondamental S0 vers un singulet excité, habituellement S1 

ou S2.        environ 10-15 à 10-14 s) par rapport aux 

autres processus. 
 
 

 

différentes formes incluant la forme lumineuse. Dans les processus de relaxation, on 

distingue la conversion interne, la fluorescence, le croisement inter-système et la 

phosphorescence. 

 
A. Processus de conversion interne 

 

Aussitôt que le phot  
des nombreux niveaux vibrationnels (v1, v2, v3  

S1 ou encore S2 ou S3. Un processus non radiatif (sans dégagement de lumière) ramène 

niveau vibrationnel de base v0 1 de façon très rapide, elle se 
produit sur une échelle de temps de 10-12 à 10-10 s. 

 
B. Processus de fluorescence 

 

À partir du niveau v0 1  

par émission d'un photon, via le processus de fluorescence. La molécule revient à l'état 

électronique fondamental S0 
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Le spectre de fluorescence enregistré (donc la lumière émise) présente une plus grande 
 

d'énergie non radiative causée par les relaxations vibrationnelles qui ont eu lieu lors de 

la conversion interne vue précédemment. 

 
Après la conversion interne, on peut observer, au lieu de la fluorescence, soit une 

relaxation non radiative (croisement inter-système), soit plus rarement un retour retardé 

avec émission de lumière, appelé phosphorescence. 
 

C. Processus de croisement inter-système 
 
 

Le croisement inter-  

1 1 (S1 1). Par rapport 
aux processus précédents, le croisement inter-système est habituellement moins rapide 

(10-9 à 10-7 s). 

 
D. Processus de phosphorescence 

 
 

  notablement plus tard 

(10-6 s à plusieurs secondes, voire quelques minutes) après  

processus survient grâce à la transition T1 0. Le spectre de phosphorescence est 

                       de la fluorescence.(Rouessac et 

Rouessac, 1997) 
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Figure 1.5 Diagramme de Jablonski. (Gagnon, 2014) 
 
 
 
 

1.3.2  
 
 

La détection et la quantification des molécules fluorescentes sont basées sur la 
 

on  1.6), qui montre la fluorescence 
 

appelée déplacement de 

Stokes. Cette fluorescence peut également être observée visuellement, de façon 

qualitative, sous une lampe UV.(Guay, 2017) 
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Figure 1.6 Spectres  fluorescence. (Guay, 2017) 
 

1.3.3  
 
 

Une étude quantitative de la fluorescence peut être réalisée dans la mesure où il existe 
 

fluorescence . Des équations permettent de décrire cette 

relation. 
 
 

  : 
 
 

(Équation 1) 
 
 

Où If est le nombre de photons émis et Ia est le nombre de photons absorbés. On notera 

que : 0 <  < 1 

 
En posant : Ia=I0-It 

 

Où It    et I0 est 
 

 
Déplacement de Stokes 

Absorption Émission 
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ou, écrit autrement : ) (Équation 2) 

 
 

Comme A est égal à log (I0/It),  
 
 

                                  ) (Équation 3) 
 

Or 
 
 

 
 

-A serait proche 

de 1-2,303A 
 
 

 
 

 
 

Soit 
 

(Équation 4) 
 
 

Pour les très faibles concentrations A << 0,01 on peut donc écrire 
 
 

                         où K est une constante. 

(Équation 5) 
 
 

proportionnelle à la concentration de la solution. 
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1.3.4  

et une sonde fluorescente 
 
 

Les sondes fluorescentes sont des molécules qui voient leur émission de fluorescence 

modifiée en réponse à un événement de liaison, à une réaction chimique ou à un 

changement dans leur environnement immédiat. La plupart des sondes fluorescentes 

sont basées sur des mécanismes par lesquels l'émission de fluorescence peut être 

contrôlée, à la hausse ou à la baisse. Ces mécanismes sont principalement : le transfert 

d'électron photoinduit (PET), le transfert d'énergie de résonance de Förster (FRET) et 

la modulation du transfert de charge intramoléculaire (ICT).(Fu et Finney, 2018) 

 
1.3.4.1  

 
 

Photoinduced Electron Transfer, PET) implique le 

transfert d'électrons d'un donneur (D) à un fluorophore à l'état excité. (Figure 1.7) Ceci 

  e fluorescence. Pour que le PET ait lieu, l'énergie de 
 

Dans une situation initiale où un fluorophore est « éteint  
donneur à proximité,      

processus PET et rétablit la fluorescence du fluorophore. Une caractéristique 

importante de cette approche est la liaison réversible, qui permet de mesurer à la fois 

les augmentations et les diminutions de la concentration d'un analyte. (De Silva et al., 

2009; Fu et Finney, 2018) 
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Figure 1.7 Extinction de fluorescence par transfert d'électrons photo-induit (PET) par 
un donneur (D).(Fu et Finney, 2018) 

 
Exemple de détection impliquant le PET. 

 

La sonde montrée à la figure 1.8 est basée sur un fluorophore de type fluorescéine et 

rtiaire, comme donneur intramoléculaire, qui éteint la fluorescence de la 

  2+ invalide le site 
 

coordination.  
de devenir émissive. (Fu et Finney, 2018) 
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Figure 1.8 Sonde fluorescente utilisant le PET pour détecter des ions Cu2+ dans un 
milieu cellulaire.(Fu et Finney, 2018) 

 
1.3.4.2 Transfert d'énergie de résonance de fluorescence 

 

Le transfert d'énergie par résonance de type Förster (Förster Resonance Energy 

Transfer, FRET) est un processus physique par lequel l'énergie est transférée de 

manière non radiative d'un fluorophore moléculaire excité (donneur) à un autre 

fluorophore non excité (accepteur) au moyen d'un couplage dipôle dipôle 

intermoléculaire.(Sekar et Periasamy, 2003) En conséquence, la fluorescence de la 

molécule donneuse est éteinte et la molécule réceptrice devient fluorescente.(Didenko, 

2001) Le taux de transfert d'énergie dépend de nombreux facteurs, tels que l'étendue 

de chevauchement spectral, l'orientation relative de la transition dipôle et, plus 

particulièrement, la distance entre donneur et accepteur L 

diminuant de façon drastique lorsque la distance passe de 1 nm à 10 nm. (Chen, G. et 

al., 2013) 
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Exemple de détection impliquant le FRET. 
 
 

                  1.9, le donneur est un groupe aminocoumarine et 
 

-fluorescent. En 

milieu acide par contre, la protonation convertit la forme lactame de la rhodamine en 

amide, rendant alors le fluorophore conjugué et fluorescent. Grâce au processus de 

FRET,  

minocoumarine, qui transfère alors son 

énergie à la portion rhodamine, qui elle, réémettra la lumière. Le processus de transfert 

étant intramoléculaire, la distance entre le donneur et   accepteur est bien en-dessous 

de 10 nm. (Fu et Finney, 2018) 
 
 

 

 
Figure 1.9 Sonde fluorescente utilisant le FRET pour la mesure du pH dans les 

lysosomes.(Fu et Finney, 2018) 
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1.3.4.3 Transfert de charge intramoléculaire 
 

Parfois on observe un transfert de charge              d'un groupement 

donneur à un groupement accepteur qui appartiennent à la même molécule. Le 

processus de transfert de charge intramoléculaire (Intramolecular Charge Transfer, 

ICT) se produit généralement dans l'état photo-excité atteint par une molécule en raison 

de l'absorption de lumière d'une longueur d'onde appropriée. La photoexcitation facilite 

le transfert d'un électron d'une partie d'une molécule à une autre partie. Les 

groupements donneur et accepteur doivent être conjugués, donc connectés via un pont 

(Misra et Bhattacharyya, 2018) 

Exemple de détection impliquant le ICT. 

                1.10, une sonde a été utilisée pour détecter le sulfure 

   2S), combinant par conjugaison, le système donneur-accepteur 

BODIPY-aldéhyde. En absence de H2S, le BODIPY (riche en électrons) transfère une 

partie de sa charge négative vers le cycle benzénique appauvri en électrons par les 

groupes aldéhyde et acrylate. Cela rend le système fluorescent. En présence de H2S, la 

formation du cycle sulfuré annihile le pouvoir électrophile du cycle benzénique et le 

transfert de charge est annulé, faisant disparaître 

(Fu et Finney, 2018) 
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Figure 1.10 Sonde fluorescente utilisant le ICT pour détecter la molécule H2S dans 
des cellules.(Fu et Finney, 2018) 

 

1.3.5  

fluorescentes 
 
 

Pour rappel, il est connu que la photolyse des néonicotinoïdes de classe chimique N- 

nitroguanidines (imidaclopride 1, clothianidine 2, thiaméthoxame 3, et dinotéfurane) 

entraine le dégagement     ions nitrites s espèces azotées. Il est donc 

envisageable  
pour la détection des néonicotinoïdes de façon indirecte. 

 
Au cours de ces dernières années, de nombreuses méthodes pour la détection et la 

 

 

 

Chaque méthode présente des avantages et des inconvénients. (Wang et al., 2017) 
 

La méthode qui nous intéresse dans ce projet est la spectrofluorimétrie. Ce choix repose 

sur sa sensibilité élevée procurant de faibles limites de détection, sa bonne sélectivité 

ainsi que ses protocoles relativement simples. 
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Les méthodes spectrofluorimétriques sont basées sur les changements d'intensité de 
 

 

 

 

 
 
 

al., 2017) 

voir électrophile pouvant donner des composés de 

(Wang et 

 
 

Comme les néonicotinoïdes peuvent dégager aussi 
 
 

 également évaluées dans notre étude. 

 
   

détection de 

 
 

Parmi les sondes fluorescentes qui, selon la littérature, fonctionnent bien dans le cadre 

de la détection des ions nitrites et des autres espèces azotées , 

certaines ont retenu notre attention en raison de leur accessibilité ainsi que la simplicité 

des protocoles pour les utiliser. 

 
Nous citerons le 2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13 (Misko et al., 1993) 

folique 12 (Lu et al., 2015) et un complexe organocuivré 7 (Rout et Mondal, 2015). 

Ces trois molécules ont été rapportées à la base pour la détection des ions nitrites. 

 
Par ailleurs une coumarine modifié 11 (Ma et al., 2014) ainsi qu rhodamine 

modifiée (Zheng et al., 2008), utilisée oxyde nitrique, 

ont été testées dans le cadre de notre projet. 



 

 
 
 
 

CHAPITRE II 
 
 
 

PARTIE EXPÉRIMENTALE 
 
 
 
 
 
 
 

  1 via ses produits de photolyse 

par des sondes fluorescentes. La première partie sera réservée à la synthèse de certaines 

sondes fluorescentes qui ne sont pas disponibles commercialement. 

 

                       1 sera étudiée par UV- 

visible, fluorimétrie et HPLC-MS. La troisième et dernière partie sera consacrée à 

 1 via ses produits de photolyse par différentes 

sondes fluorescentes. 
 

2.1 Matériels et méthodes 
 
 

Toutes les mesures et expériences ont été effectuées à température ambiante, soit 22°C. 
 

2.1.1 Substances utilisées 
 

Les néonicotinoïdes purs étaient des standards analytiques qui provenaient de Sigma- 

Aldrich pour la thiaméthoxame 3 et le clothianidine 2  
1 

 
Les produits organiques et inorganiques fins tels  
d'éthyle,                 a 2-  

                                                                                            le 
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2,3-        

, le diméthylsulfoxyde, le 
 

1-pyrènecarboxaldéhyde, le 

résorcinol et le sulfate de magnésium provenaient de Sigma-Aldrich. 
 

L           
Cambridge Isotope Laboratories, la solution tampon pH=10 de chez Fisher Scientific, 

Caledon Laboratorie -Aldrich. 

Toutes les substances ont été utilisées telles que reçues. 
 

2.1.2 Appareils 
 

Les expériences de photolyse ont été réalisées par irradiation dans un photoréacteur 

maison, utilisant une lampe à décharge contenant des vapeu  
(marque Oriel, modèle Pencil Style PS-6035) comme source de lumière UV. La lampe 

était alimentée via un bloc fournissant un courant alternatif de 18 mA à 2300 V (CA, 

60 Hz), de la marque Entela, modèle PS-1. Cette lampe au mercure présente plusieurs 

raies d'émission dans la région UV-visible entre 200 et 800 nm, l'émission maximale 

  µWꞏcm-2 (à 25 cm) 

selon le fabricant de la lampe. Avec le réacteur utilisé, les échantillons étaient placés à 

une distance de 8 cm de la lampe. 

 
Les spectres d'absorption UV-visible ont été enregistrés avec un spectrophotomètre à 

 

fluorescence et les mesures de fluorimétrie ont été enregistrés à l'aide d'un spectromètre 

de luminescence de Perkin Elmer, modèle LS-45. L'analyse HPLC-MS a été réalisée à 

l'aide d'un système Agilent, HPLC Modèle 1200, couplé à un spectromètre de masse à 

temps de vol (Time of flight 
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avec un spectromètre opérant à 300 MHz (canal des protons) de marque Bruker, modèle 

Ultrashield 300. 

 
2.2 Synthèses chimiques 

 
 

2.2.1 Synthèse du complexe perchlorate de bis(acétonitrile)-3-(pyrén-8-yl)-1- 
(pyridin-2-yl)prop-2-én-1-one cuivre (II) 7 

 
La synthèse du complexe organocuivre 7 a été effectuée, tel que décrite dans la 

publication de Rout et coll. (Rout et Mondal, 2015), avec quelques modifications. 

 
Synthèse du ligand : 3-(pyrén-8-yl)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-én-1-one 6 

Dans un ballon de 10 mL, ont été mélangés du 2-acétylpyridine (0,0100 mL, 0,0891 

mmol), du 1-pyrènecarboxaldéhyde (0,0232 g; 0,1007 mmol) et de l'éthanol (2 mL). À 

la solution formée,  5,326 mmol) 

a été ajouté. Ce mélange a été agité pendant 4 h à température ambiante, le précipité 

orangé résultant a été isolé par filtration puis, recristallisé dans l'éthanol pour donner le 

ligand 6 sous forme d'aiguilles jaunes (0,0164 g, 55 %), dont la pureté a été vérifiée par 

 1
H. (Appendice A) 

 
1H NMR (300 MHz,                 8.77 (m, 1H), 8.69 

8.55 (m, 3H), 8.32   8.17 (m, 5H), 8.15 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.11   7.99 (m, 2H), 7.93 

(td, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H), 7.53 (ddd, J = 7.6, 4.7, 1.3 Hz, 1H). 
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Figure 2.1 Synthèse du ligand 6. (Rout et Mondal, 2015) 
 

Synthèse du complexe perchlorate de bis(acétonitrile)-3-(pyrén-8-yl)-1-(pyridin-2- 

yl)prop-2-én-1-one cuivre (II) 7 

 
Le perchlorate de cuivre (II) hexahydraté (0,0118 g, 0,0318 mmol) a été dissous dans 

de l (1 mL). À cette solution, le ligand 6 (0,0092 g, 0,028 mmol) a été 

ajouté lentement sous agitation constante. L'agitation a été maintenue pendant 1 h à 

température ambiante. Le mélange résultant a été concentré sous vide partiel, 

additionné de toluène (0,2 mL), puis gardé au congélateur pendant 3 jours. La 

suspension a été filtrée et le complexe perchlorate de bis(acétonitrile)-3-(pyrén-8-yl)- 

1-(pyridin-2-yl)prop-2-én-1-one cuivre (II) 7 

couleur violet foncé (0,0112 g, rendement de 60 %). 
 

Partant du fait que le complexe organocuivré 7 est paramagnétique, on ne peut pas 

effectuer                  1
H car les pics seraient trop larges et perdraient donc en 

résolution. En outre, ils pourraient ne pas être visibles car ils se confondraient avec la 

ligne de base. Ils pourraient également donner lieu à des déplacement chimique négatifs. 

On ne pourrait donc pas compter sur cette analyse pour effectuer une caractérisation de 

ce composé. 
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Avant de procéder à des analyses fluorimétriques, on a au préalable effectué des pré- 

scan avec un spectrofluorimètre afin de connaître  

ce composé. Les spectres visualisés correspondent en 

grande partie aux spectres . On a 

donc de bonnes raisons  
auteurs de cet article. 

 
 
 
 

 
 

 
 

Figure 2.2 Synthèse du complexe organocuivre 7. (Rout et Mondal, 2015) 
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2.2.2 Synthèse multi-étapes de 4-(7-méthoxy-2-oxo-2H-chromèn-4-yl)-2,6- 
diméthyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate de diméthyle (4) 

 

 
 

 

 
 

Figure 2.3 Schéma de la synthèse de 11. (a) Acétoacétate d'éthyle, H3PO4, 
température ambiante, 48 h; (b) Acétone, K2CO3, CH3I, reflux, 7 h; (c) SeO2, anisole, 

reflux, 5 h; (d) acétoacétate de méthyle, NH3, EtOH, reflux, 6 h.(Ma et al., 2014) 
 

La synthèse a été effectuée tel que décrite par Ma et coll. (Ma et al., 2014) avec 

quelques modifications. 

 
a) 7-Hydroxy-4-méthylcoumarine (8) 

 

Dans un ballon de 25 mL ont été introduits, du résorcinol (1,1807 g, 10,73 mmol), de 

  80 mmol) et de l'acide phosphorique concentré à 

85% (5,2 mL). Le mélange a été agité à température ambiante pendant 48 h. 

Ensuite le mélange réactionnel a été versé dans de l'eau (1,5 mL). Le solide a été 

recueilli par filtration et purifié par recristallisation dans de l'éthanol à 95 %. Le 

 

65                                                                                          1H. 

(Appendice B) 
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8.7, 2.4 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.11 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 2.35 (d, J = 1.2 Hz, 

3H). 
 

b) 7-Méthoxy-4-méthylcoumarine (9) 
 

Dans un ballon de 25 mL ont été introduits, le composé 8 (0,3514 g, 1,994 mmol), de 

l'acétone (3 mL) et du carbonate de potassium anhydre (0,6010 g, 4,349 mmol). Le 

mélange a été chauffé au reflux pendant 10 min puis de l'iodométhane (0,140 mL, 2,25 

mmol) a été ajouté goutte à goutte. Le mélange résultant a été chauffé au reflux pendant 

7 h, il a été ramené ensuite à température ambiante. Des solutions de chlorure 

d'ammonium et                                           
dissolution des solides puis le mélange a été extrait 3 fois 

concentré sous vide partiel. Le composé (2) a été obtenu sous la forme de cristaux blanc 

(0,3031 g, rendement de 80 %), dont la pureté a été vérifiée par   
spectre RMN 1H. (Appendice C) 

 
 

(d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.14 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 2.40 (d, J = 1.3 Hz, 3H). 
 

c) 4-Formyl-7-méthoxylcoumarine (10). 
 

Dans un ballon de 25 mL ont été introduits, le composé 9 (0,2919 g, 1,536 mmol), du 

dioxyde de sélénium (0,6148 g, 5,541                                                                       
réactionnel a été chauffé au reflux pendant 5 h. La suspension résultante a été filtrée à 

chaud. Le filtrat a été ramené à température ambiante et concentré sous vide partiel. Le 

résidu a été purifié par chromatographie éclair avec du gel de silice comme phase 

  : 99) comme éluant. Le 
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de 57 %),                                    du spectre RMN 1H. 

(Appendice D) 
 

1H NMR (300 MHz, CDCl3) 10.07 (s, 1H), 8.49 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.95   6.89 (m, 
1H), 6.87 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 3.90 (s, 3H). 

 

d) 4-(7-Méthoxy-2-oxo-2H-chromèn-4-yl)-2,6-diméthyl-1,4-dihydropyridine- 

3,5-dicarboxylate de diméthyle (11) 

 
Le composé 10                                                      méthyle (0,600 mL, 

4,70 mmol) et une solution d'ammoniaque concentrée 18 M (0,130 mL, 2,34 mmol) 

ont été dissous dans de l'éthanol (10 mL) et le mélange a été chauffé au reflux pendant 

6 h. Le mélange réactionnel a été ramené à température ambiante et concentré sous 

vide partiel. Le résidu a été purifié par chromatographie éclair avec du gel de silice 

  : 99) comme 

0564 g, 

13 %), dont la pureté a été vérifiée par                                                         1
H. 

(Appendice E) 

 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)   8.12 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 9.0, 2.6 Hz, 1H), 

6.87 (s, 1H), 6.78 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.23 (s, 1H), 5.36 (s, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.51 (s, 

6H), 2.33 (s, 6H). 
 

2.3  1, du clothianidine 2 et du thiaméthoxame 3. 
 
 

Dans un ensemble de tubes à essai de 1,5 mL ont été mélangés 100 µ  

1 (1 m  µL 

d'eau pure et 80 µ 
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cellules en quartz de 1 cm de côté puis, irradiées dans le photoréacteur pour des durées 

variées, soit 5, 15, 30 et 60 min. Pour chacune de ces solutions, des mesures 

-visible ont été effectuées avec le spectrophotomètre UV-vis-NIR. 

Les spectres de fluorescence ont été enregistrés avec le spectromètre de luminescence 

(ci-              

l'excitation et de l'émission étaient respectivement de 10 nm et 15 nm. 
 

2.4  1 et de ses produits de dégradation par HPLC-MS 
 
 

Des analyses HPLC-MS ont également été effectuées à partir de   solutions 

 1 avant et après une photolyse  
une colonne Agilent Eclipse Plus C18 (diamètre interne de 3 mm, longueur de 50 mm, 

granulométrie de 1,8 µm,). La phase mobile était constituée à partir des solutions A 

(eau additionnée de 0,1                                                                                
0,1 t : 0,5 % B pendant 1 

  % B, maintenue 
 

de 5 µL. Les conditions relatives au spectromètre de masse étaient : gamme m/Z 115- 

V. 

2.5  1 par des sondes fluorescentes 
 
 

  12 (Lu et al., 2015), 

un complexe organocuivre 7 (Rout et Mondal, 2015), une coumarine conjuguée 11 (Ma 

et al., 2014) et le 2,3-diaminonaphthalène 13 (Misko et al., 1993). 
 
 

ception de la 
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coumarine conjuguée 11  qui a servi à détecter du monoxyde 

d'azote et qu elle ne présente pas de réponse fluorescente en présence de nitrite, selon 

les auteurs. Comme mentionnée plus haut,               1 génère 

différentes espèces azotées dont le NO; hypothèse que cette molécule 

  1 via ses produits de photolyse). Dans un deuxième 

 la détection des nitrites vraisemblablement 

 1. 

 
2.5.1  1  12 

 
Dans un tube à essai, de  12 

2,00 mM (8,0 µL) et du HCl aqueux 2,00 M (5,0 µL). Au mélange préparé 

précédemment, une solution aqueuse de NaNO2 1,00 mM (20,0 µL) a été ajoutée. 

Après une période d'incubation de 10 min, cette solution a été irradiée dans le 

photoréacteur pendant 3 min. À cette solution, du NaOH aqueux 1,00 M (10,0 µL) a 

  es   par 
 

 
 

 principal                               détection    1 et 

, expérimentation a consisté à remplacer le nitrite de sodium 

 1 pré-irradié pendant 30 min à différentes concentrations allant 

de 0,001 mM à 1,00 mM. (Voir le protocole de photolyse cité plus haut.) La détection 

  1  12 est illustrée par la figure 2.4. Des mesures 

es         
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Figure 2.4  1  12. 
 

2.5.2  1 avec le complexe organocuivré 7 
 

Cinq solutions de travail  
complexe organocuivré 7 aqueux 10,0 m    

                           s a été conservée comme témoin. Aux quatre autres 

solutions de travail, du nitrite de sodium (100 µL) a été ajouté à différentes 

concentrations (0,01 mM à 1,00 mM). Après une période d'incubation de 15 min, pour 

chacune de ces solutions, une mesure de la fluorescence a été effectuée par 

 
 

  détection          1 

néonicotinoïdes, on a procédé au remplacement du nitrite de sodium par de 

  1 pré-irradié pour une durée de 30 min à différentes concentrations 

(0,01 mM à 1,00 mM). (Voir le protocole de photolyse cité plus haut.) Cette réaction 
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présumée est illustrée par la figure 2.5. Pour chacune de ces solutions, une mesure de 
 

 

 
 

 

 

Figure 2.5  1 par le complexe organocuivré 7. 
 

2.5.3 Détection de l'imidaclopride 1 avec la coumarine conjuguée 11. 
 

Une solution de la sonde coumarine conjuguée 11  
HPLC (250 µL) a été mélangée   1 1,00 mM dans le 

même solvant (750 µL). Le mélange a été irradié pendant 10, 30 et 120 min. Afin de 

vérifier si la sonde donnerait un signal fluorescent à elle seule, elle a été irradiée dans 

les mêmes conditions que le mélange précédent. Pour chacune de ces solutions, une 

 de 324 nm. 
 
 

 
 

Figure 2.6 de 1 par la coumarine conjuguée 11. 
 

2.5.4   1 par la sonde fluorescente 2,3- 
diaminonaphthalène (DAN) 13 

 
Une solution a été préparée en dissolvant du 2,3-diaminonaphthalène 13 (DAN, 1,2 mg) 

dans du HCl 0,62 M aqueux (25,0 mL), donnant une concentration de 0,30 mM de 
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DAN 13. Cette solution de DAN 13 (20, µL) a été mélangée à une solution aqueuse de 

NaNO2, 1,00 mM (200 µL). Cette solution a été incubée pendant 10 min, puis une 

de cette solution ont été enregistrés sous excitation à  365 nm. 
 

Après avoir étudié la fluorimétrie des produits de réaction de DAN 13 avec le nitrite 

de sodium, ce dernier réactif a été remplacé par des solutions d       1 

préirradiées. (Voir le protocole de photolyse cité plus haut, concentrations 

    1                                            variés.)  

fluorescence de ces solutions ont été enregistrés sous excitation à  
de hotriazole 15. Cette réaction 

est illustrée par la figure 2.7. 
 
 

 
 
 
 

Figure 2.7  1 par le DAN 13. 



 

 
 
 
 

CHAPITRE III 
 
 
 

RÉSULTATS ET DISCUSSION 
 
 
 
 
 

Dans ce chapitre, sont présentés les résultats 

  1 par la spectrophotométrie UV-Visible, par la spectrofluorimétrie et 

par la chromatographie HPLC-MS. On a constaté que le principal produit de cette 

photolyse  5. D ès des études plutôt récentes, ce produit est 

espèces azotées,  (NO2
-)  (NO). Ceci 

nous a poussé à explorer la possibilité   escentes, qui ont servi 

dans le passé à la détection de de , en vue maintenant 

de détecter imidaclopride 1 de façon indirecte. 

 
En conséquence, dans la deuxième partie de ce chapitre seront présentés les résultats 

de nos tentatives en vue de la dé   1 avec quatre sondes 

fluorescentes. Les sondes étudiées  12, un complexe organocuivré 

7, une coumarine conjuguée 11 et le 2,3-diaminonaphthalène 13. 
 

La sonde 2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13 a donné les meilleurs résultats dans la 

 1 par  

une lampe UV à 365 nm.  1  

concentrations aussi basses que 1 µM. Elle a aussi servi dans la détection du 

thiaméthoxame 3 et du clothianidine 2, deux néonicotinoïdes qui font partie de la même 

             1, soit celle des N-nitroguanidines. Enfin, ces 

résultats ont été vérifiés et confirmés par une analyse HPLC-MS. Lors de cette analyse, 
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   1 pré-irradié avec la 2,3- 

diaminonaphthalène 13 donne le même produit que lors de la réaction de cette sonde 

avec des ions nitrites. Ce produit est le 2,3-naphthotriazole 15, qui émet un signal 

fixé 
 
 

3.1 Photolyse  1 dans le photoréacteur 
 
 

Les expériences de photolyse ont été réalisées par irradiation dans un photoréacteur 

maison (figure 3.1),   à décharge contenant des vapeurs de 

mercure  Hg (Ar), alimentée via un bloc fournissant un courant alternatif de 

18 mA à 2300 V (CA, 60 Hz). Ce photoréacteur a sept emplacements pour échantillons, 

chacun se situant à une distance de 8 cm par rapport à la lampe. Ces échantillons 

peuvent être placés dans des tubes cylindriques en quartz (du type utilisé pour la RMN) 

ou des cuvettes à section carrée en quartz. Attention : Les rayonnements UV-C 

générés par cette lampe peuvent endommager la peau et les yeux, donc le 

photoréacteur est enclavé dans un habitacle fermé. 
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Figure 3.1 Photoréacteur utilisé pour les expériences de photolyse. 
 
 
 
 

 3.2 et provient du site du 

fabricant Newport. 
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Figure 3.2 Spectre 
mesuré avec 

 
3.1.1  1 -visible. 

 
Selon Badawy et al. (Badawy et al., 2019) orbance à 269 nm peut être utilisée 

 1. En effet, en testant plusieurs solutions 

  1                               
elle à la concentration en imidaclopride 

1. 
 
 

  la photolyse  

1 (1,00 m e                                                                  diminuait avec 

(Figure 3.3  

après 30 et même seulement 15 min, est nettement réduite si on la compare à 

  1  
 1, donc sa diminution au sein de la solution. 

le mono . 
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Figure 3.3  1 non irradié et irradié pendant 
des durées variées. 

 
3.1.2  1 irradié en solution 

 
La spectrofluorimétrie                                  1 

fluorescente l en est de même pour ses produits de photolyse. 

(Figure 3.4).  UV-visible, ni la spectrofluorimétrie 
 

 1 après irradiation. 

 HPLC-MS a été effectuée. 

0.35 

0.3 

0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

0.05 

0 

Non irradié 

Irradié 5 min 

15 min 

30 min 

60 min 

230 250 270 290 310 330 

Longueur d'onde (nm) 
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0.1 

 

0.08 
 

0.06 
 

0.04 
 

0.02 
 

0 

280 330 380 

Longueur d'onde (nm) 
 

 

Figure 3.4 Courbes spectrofluorimétrie 1 non-irradié et irradié, lors 
. 

 

3.1.3 Analyse HPLC-  1 irradiées 
 

aclopride 1 non irradié en HPLC-MS a permis de 

constater que, dans les conditions utilisées, le pic à 6,06 min correspond à ce 

néonicotinoïde. (Figure 3.5  1 

   1                                  
importants correspondent aux pics apparaissant à 3,20 min (imidaclopride-guanidine, 

4) et à 5,32 min (imidaclopride-urée, 5) (Voir la figure 3.6 pour les structures des 

composés identifiés dans le chromatogramme HPLC.). Ces produits de dégradation ont 

été identifiés par leur masse moléculaire (Tableau 3.1  

conformité avec les précédents trouvés dans la littérature appropriée (Liu, W. et al., 

2006; Moza et al., 1998; Palma et al., 2020; Wamhoff et Schneider, 1999). Enfin, le 

pic qui apparait à 6,19 min et de masse 405,099 pourrait correspondre à la formule 

moléculaire C18H18Cl2N6O et à la structure 14 de la figure 3.8, laquelle a été déduite 

du spectre de masse seulement. Cependant, étant donné que cette masse a une haute 

résolution, cela nous permet de croire  
bonne molécule. 

irradié (60min) 

non irradié 
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(1) 

(14) 

m/Z 405.099 

5 min 

60 min 

30 min 

15 min 

m/Z 256.06 
0 min 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3.5 Chromatogrammes HPLC-  1 qui ont été 
irradiées pendant des durées variées. 

 

 
 

Figure 3.6 Structures de 1) et de ses principaux produits de 
-guanidine (4 -urée (5) et un pseudo- 

-urée (14). 
 

Le tableau 3.1 illustre les formules chimiques, les masses exactes, les temps de 

réten   1 et des principaux 

produits de photolyse  1. 

m/Z 212.059  (5) 

 
m/Z 211.075  (4) 
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Tableau 3.1 Résultats de la chromatographie HPLC-MS à la suite de la photolyse de 
 1. 

 
 
 
 
 

Composé 

 
 

Formule 
chimique 

Masse 

exacte 

calculée 

Masse 

Observée 

MH+ 

 

tr 

(min) 

 

Erreur 

(ppm) 

Aire des pics chromatographiques 

(en % du total) 

 

5 
0 min 15 min    30 min    60 min 

 (Da) (Da)    min  

1 

C9H10ClN5O2 

 
255.0523 

 
256.0596 

 
6.06 

 
1.48 

 
100 

 
74,0 

 
35,5 

 
6,5 

 
0,5 

(imidaclopride)          

4          
C9H11ClN4 210.0672 211.0745 3.19 2.37 0 0,3 14,3 26,0 20,2 

(I.­guanidine)          

5          
C9H10ClN3O 

(I.­urée) 
211.0512 212.0585 5.31 1.96 0 13,2 28,1 41,0 46,9 

14          

(pseudo­ C18H18Cl2N6O 404.0919 405.0992 6.19 0.72 0 12,5 22,1 26,5 32,4 

dimère) 

 
 

 

Un mécanisme réactionnel de cette photolyse est proposé à la figure 3.7. Tel que 

proposé par Moza et al. (Moza et al., 1998)  
(ici la lampe au mercure) provoque le bris homolytique de la liaison covalente la plus 

faible, soit celle  

   

, u 

mon -guanidine 4. Des transferts 

et de protons doivent intervenir, mais le déroulement exact de ces 
 

-urée 5, ce 

produit étant pressenti comme très stable. En effet, la concentration du dérivé guanidine 

  

  figure 3.5). 
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Figure 3.7 Mécanisme proposé pour la photolyse  1. 
 

-dimère 1            dimérisation 

par la condensation de deux molécules -urée 5, incluant une 

déshydratation (figure 3.8). 

 
Le mécanisme de formation de ce pseudo-dimère 14  , du fait de 

l ,  

que la formation du dimère          

-urée 5. Des recherches supplémentaires seront nécessaires pour 

confirmer la structure, ainsi que le mécanisme de formation de ce produit dérivé 

 
 

 
 
 
 

Figure 3.8 Formation du pseudo-dimère 14 -urée 5. 
 

lors de la photolyse  1 -urée 5. Celui-ci est formé 

par le clivage de la liaison N NO2 suivi d'une hydrolyse, ainsi que la formation de 

NOx dont des ions nitrites NO2
- et/ou oxyde nitrique, tel que décrit dans un récent 

article de Palma et al. (Palma et al., 2020). Par conséquent, il serait donc possible 
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des sondes fluorescentes, comme celles qui ont servi antérieurement dans la 

détection des ions nitrites, pour détecte  1 de façon indirecte. 

 
3.2 1 en utilisant des sondes fluorescentes basées sur 

 
 
 

La méthode investiguée dans la présente recherche pour la détection indirecte de 

aclopride 1 est la spectrofluorimétrie basée sur des changements d'intensité de 

réagissent avec des ions nitrites, celles-ci subissent une nitrosation ou une diazotation. 

Ceci , soit turn-on), 

soit en la diminuant (turn-off). Dans notre étude, la stratégie de fluorescence turn-on a 

été privilégiée car  il est 

. 
 

  12 (Lu et al., 2015), 

un complexe organocuivré 7 (Rout et Mondal, 2015), une coumarine conjuguée 11 (Ma 

et al., 2014) et le 2,3-diaminonaphthalène 13 (Misko et al., 1993). 
 
 

ude, on a dans un premier temps vérifié les conditions 

permettant de détecter des ions nitrites avec les sondes fluorescentes qui semblaient 

appropriées, excluant la coumarine conjuguée 11 car elle est utilisée pour détecter 

. Dans un deuxi                    

  1. 
 
 

3.3 Détection de l'imidaclopride 1 par l'acide folique 12 
 
 

 12 e par le fait 

que cette molécule est un composé commercialement disponible et abordable. 
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lle-ci subit une diazotation, ce qui rend cette 

sonde sélective aux nitrites. Selon Lu et al. (Lu et al., 2015), lorsque cette sonde réagit 

avec des nitrites, un signal fluorescent, se manifestant par une coloration bleue sous 

une lampe UVA (365 nm) a été observé. Par ailleurs, avec un spectrofluorimètre, une 

           -ci augmentant graduellement avec 

l'augmentation de la concentration de nitrites. Toujours selon les auteurs, la limite de 

détection de cette sonde pouvait atteindre 18 nM . 

 
 dans la présente étude que, mis dans des conditions acides 

(HCl 2 M), l'acide folique 12 . (Figure 3.9) Noter que 

le HCl est simplement la source de protons nécessaire pour que la diazotation puisse 

avoir lieu, lorsque les nitrites sont présents. Cependant, lorsque la solution d 

folique 12 a été ajouté aux ions nitrites puis irradié pendant 3 min dans le photoréacteur 

utilisant une lampe à décharge aux vapeurs de mercure Hg(Ar), une émission de 

tenir un milieu plus alcalin, a augmenté 

considérablement. Ceci concorde avec la littérature au niveau qualitatif mais on se doit 

 12 
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AF + HCl + nitrites + irradiation 
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Figure 3.9 Spectre  12 avec le NaNO2 
(Excitation à 370 nm). 

 
  12                         

nitrites, il importait de 
 
 
 

 
 

1  12 

  1 pré-irradié de concentration 

1,00 mM, le fluorimètre a permis de constater une augmentation de l'intensité de la 

fluorescence par rapport au contrôle sans imidaclopride 1. (Figure 3.10) Ici aussi, en 

rendant le pH plus          

fluorescence a augmenté de manière significative. 
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Figure 3.10  12 avec 
l'imidaclopride 1 pré-irradié (Excitation à 370 nm). 

 
Comme   12 produit de la fluorescence lorsqu mis en présence 

  1 irradié, il importait ensuite  

12 a donc été mis en présence de solutions 

  1 pré-irradié pendant 30 min à différentes concentrations. Dans la 

figure 3.1 
 
 
 

 
 
 

allant de 0,001 mM à 1,00 mM. Il est normal 

 
 

   1 dans 

ne soit pas proportionnelle à la concentration, étant donnée le large intervalle de 

concentrations, couvrant trois ordres de grandeur. Cependant, il est illogique que pour 

la concentration 0,001 mM en imidaclopride 1 ensité de fluorescence obtenue soit 

plus importante que les concentrations 0,01 mM à 0.1 mM. 
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Figure 3.11 S  12 avec 
l'imidaclopride 1 pré-irradiée à différentes concentrations (Excitation à 370 nm). 

 

fluorescence, il était suspecté que les résultats erratiques des différentes solutions 

  la quantité de NaOH ajouté et donc, du pH. En 

conséquence, en vue de préserver un pH constant, la solution de NaOH a été remplacée 

par une solution 

                  1, dans 

,001 mM à 1,00 mM (Figure 3.12). 

équivalente pour les mélanges impliquant les solutions 0,001 mM et 0,01 mM 

 1, ce qui pourrait constituer la limite de détection du processus. 
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Figure 3.12  12 avec 
l'imidaclopride 1 pré-irradié à différentes concentrations (Excitation à 370 nm). 

 
À partir de ces   1 pré- 

  12, on obtient un signal fluorescent à 445nm. Par contre, 

même en utilisant un tampon de pH=10 au lieu de NaOH pour obtenir un pH alcalin, il 

  1 entre 0,01 mM et 1,00 mM. De plus, il était même 
 

 

une méthode quantitative. 
 

On peut supposer que les problèmes de linéarité et surtout, de reproductibilité, 

 12  

pour aboutir à une solution claire de 2 mM, on obtient plutôt une suspension. Les 
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suspensions étant des mélanges instables, cela expliquerait les résultats non 

reproductibles obtenus. En vue de résoudre ce problème, on a testé la solubilité de 

  12 dans différents solvant organiques : acétone, acétonitrile, acétate 

folique 12 était le méthanol. Cependant, ce  
une aussi faible concentration que 2 mM, il restait encore des résidus insolubles. 

 
3.4 Dé  1 par complexe organocuivré 7 

 
 

La deuxième sonde utilisée était un complexe organocuivré 7. Celle-ci a été 

sélectionnée du ligand de type pyrénylchalcone 6, facile à 

synthétiser en deux étapes. Selon Rout et al. (Rout et Mondal, 2015), les ions nitrites 

réduisent sélectivement le centre Cu (II) en Cu (I) en présence d'eau dans une solution 

d'acétonitrile. 

 
 (Rout et Mondal, 2015) 

 

 

Selon les auteurs, le  augmente graduellement avec l'augmentation de 

la concentration des nitrites. 
 
 

                       1. Selon la figure 3.13                  

     organocuivré 7 présentait une très faible 

intensité de 

                           à 

différentes concentrations, on a pu observer une augmentation de l'intensité de la 

semble pas dépendre fortement 

de la concentration des nitrites. 
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Figure 3.13 Spectres de fluorescence de la réaction du complexe organocuivré 7 avec 
NaNO2 à différentes concentrations (Excitation à 425 nm). 

 
À travers les tests effectués daclopride 1 pré-irradié, il a été constaté que lors 

 ce dernier à une solution de complexe organocivré 7, ce dernier changeait 

de couleur de violet à jaune. (Figure 3.14) On en a donc déduit que ce complexe 

organocuivré 7 pourrait servir de sonde colorimétrique,  1. 

 

 
Imidaclopride 1 : 0 10-3 M       10-4 M        10-5 M 

 
 

Figure 3.14 Test colorimétriques du complexe organocuivré 7 sans et avec des 
solutions pré-  1 de différentes concentrations. 

Complexe Cu(II) 

Complexe Cu(II) 

Complexe Cu(II) 

Complexe Cu(II) 
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Le deuxième constat, conformément aux auteurs de la publication en référence, est que 

sous une lampe UV à 365 nm (Figure 3.15 de 1 

pré-irradié donne un signal jaune fluorescent. Par ailleurs, la solution contenant 

uniquement la sonde fluorescente ne donne aucun signe de fluorescence. 

 

 
a b 

 
 
 

 
Figure 3.15 Visualisation sous une lampe UV à 365nm du complexe organocuivré 7 

 1 pré-irradié. 
 

Dans la figure 3.16 
 

 

         

opride 1  

étaient encourageants au départ, 
 

 

organocuivré 7. 
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Figure 3.16 Spectres de fluorescence de la réaction du complexe organocuivré 7 
 1 pré-irradié à différentes concentrations (Excitation à 425 nm). 

 
En effet, lorsque la solution de complexe organocuivré 7 était laissée 

(Figure 3.17), elle devenait fluorescente après seulement 2 h. 

 

 

Figure 3.17 Visualisation sous une lampe UV à 365 nm du complexe 
organocuivré 7 laissée . 
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On suppose que le complexe organocuivré 7 subit un échange de ligand (H2O 

remplacerait alors CH3CN). Ceci sersait causé par les molécules présentes dans 

HPLC, est ajoutée à cette sonde, celle-  a pas (ou 

Ce qui pourrait confirmer cette hypothèse  
de ligand. À cause de ces interférences le complexe organocuivré 7 ne pourrait pas être 

retenu pour la détection des pesticides néonicotinoïdes. 

 
3.5 Détection de l'imidaclopride 1 par une coumarine conjuguée 11 

 
 

La troisième sonde sélectionnée est une coumarine conjuguée 11. Cette molécule a été 

synthétisée en quatre étapes selon une séquence connue. En fait, elle a servi récemment 

  Ma et al. (Ma et al., 2014), cette sonde 

affiche une sensibilité et une sélectivité très élevées aux concentrations de NO dans 

En effet les 

auteurs stipulent que la sonde pure présente une intensité de fluorescence pratiquement 

nulle et que, suite à une réaction avec le NO, une bande d'émission intense centrée à 

 

 

À travers les travaux effectués dans notre laboratoire sur la sonde seule, ainsi que sur 

  1 (figure 3.18), il a été constaté que pour des 
 

fluorescence entre le mélange et la sonde seule. En revanche, à partir de 120 min 

e 

est flagrante. 
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Figure 3.18 Spectres de fluorescence de la réaction de la coumarine conjuguée 11 
avec l'imidaclopride 1 . 

 

en fonction de  1, dans un intervalle allant de 0,001 

mM à 1,00 mM. Selon la figure 3.19  1 non irradié, 

concentration 1,00 mM, a été mis en réaction avec la sonde coumarine conjuguée 11, 

il a été constaté une faible intensité de fluorescence. Cependant, quand la sonde 

fluorescente a été   1, maintenant irradié 

pendant 120 min à des concentrations 0,001 mM, 0,01 mM et 0,1 mM, la fluorescence 

est demeurée de faible intensité, et ce, pour les trois solutions.  
la  1 

1,00 mM une intensité de fluorescence beaucoup plus élevée a été observée. Même 

si ce dernier résultat montre un certain potentiel de la coumarine conjuguée 11, on en 

a  

 1. 



80 
 

 

12 
Coumarine + Imidaclopride 1 mM 
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Figure 3.19 Spectres de fluorescence des produits de réaction de la coumarine 
conjuguée 11 avec l'imidaclopride 1 irradié pendant 120 min à différentes 

concentrations(Excitation à 324 nm). 
 

En outre, quand bien a pu être 

observée après 120 min pour la sonde et le mélange sonde imidaclopride, 

ce résultat n pas pu être visualisé sous une lampe UV à 365 nm. En effet, une 

fluorescence est semblable, en couleur et en intensité, visuellement du moins, dans les 

deux cas (figure 3.20). 
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a b 
 

 
Figure 3.20 Visualisation sous lampe UV à 365 nm, de la coumarine conjuguée 11 

  1(b). 
 

te suite à une irradiation, même sans analyte. 
 

3.6 Détection de l'imidaclopride 1, du clothianidine 2 et du thiaméthoxame 3 par le 
2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13 

 
 

3.6.1  1 par le DAN 13 
 

La quatrième sonde fluorescente testée est une molécule commercialement disponible, 

soit le 2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13, utilisée pour la détection nitrites. 

Selon Misko et al. (Misko et al., 1993), lorsque les nitrites réagissent avec cette sonde, 

ils la transforment en 2,3-naphthotriazole (NAT) 15, laquelle est fluorescente. Le 

  (figure 3.21).  référence, cette sonde 

hotriazole 15 

fluorescent), dont l'intensité  ions 

nitrites, avec une limite de détection de 3 pM. 



82 
 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 

Figure 3.21 Réaction du 2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13 avec les ions nitrites en 
milieu acide, formant le 2,3-naphthotriazole (NAT) 15 comme produit, fluorescent. 

 
Avant de procéder à  13   1, la 

e afin de vérifier que cette sonde donne 

des résultats tels que mentionnés (Misko et al., 1993). 
 

Le DAN 13 0,30 mM dans le HCl aqueux 0,65 

M. Une solution de nitrite de sodium 1,00 mM a été mélangée avec la solution de DAN 

13, le mélange a été incubé 10 minutes et ensuite, le pH a été ajusté avec du tampon 

pH=10. La spectrofluorimétrie a montré que , une bande 

procédé ne procure pas de fluorescence. (Figure 3.22) 
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Figure 3.22 ction du DAN 13 en 
absence et en présence d s nitrites 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 

 
En vue le temps idéal  1 (1,00 mM) 

ont été irradiées dans le photoréacteur  
avec une solution acide de DAN 13, 

tampon de pH=10. En visualisant ces solutions sous une lampe UV (à 365 nm), il a été 

  1 irradié et de DAN 13 a généré une lumière 

bleue, tandis que le DAN 13 lui-même n'émet pas de fluorescence sous ces conditions. 

(Figure 3.23) 

.45 
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a b c d e f 
 
 

 
Figure 3.23 Visualisation sous lampe UV à 365 nm du DAN 13 en absence (a) et en 

 1 non irradié (b) et irradié pendant 5 min (c), 15 min (d), 30 
min (e) et 60 min (f). 

 
3.6.2  Relation entre la durée d  1 de la 

fluorescence suite à la réaction avec le DAN 13 
 

  3.24) La fluorimétrie a montré 

une solution de DAN 13  

     avec de 

l  1 irradié. Ceci suggère que la photolyse  1 génère 

des espèces qui convertissent le DAN 13, non fluorescent, en NAT 15, fluorescent. 

  1 irradiée pendant 15 min. 

                             à une augmentation de la 

fluorescence, les expérimentations subséquentes ont été conduites avec des solutions 

 1 irradiées pendant 15 min. 
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Figure 3.24 de DAN 13 mélangée avec de 
l'imidaclopride 1 irradié pendant des durées variées (Excitation à 365 nm, émission 

mesurée à 408 nm). 
 

3.6.3     1 
spectre de la fluorescence suite à la réaction avec le DAN 13 

 
Étant donné que la réaction de DAN 13 avec les produits de photolyse de 

   1 fait bien apparaître un signal fluorescent, la relation entre la 

  1 nsité de fluorescence a ensuite été étudiée. 

 1, de concentrations allant de 0,0010 mM à 1,00 mM, 

ont été irradiées pendant 15 min. Elles ont ensuite été traitées avec une solution de 

DAN 13, incubées 10 min puis additionnées d                         

3.25) 

L'intensité de la fluorescence du DAN 13 est relativement nulle, mais augmente 

 1 irradié, surtout à partir de 0,1 mM. En 

outre, il a été constaté que l'intensité de fluorescence à 408 nm (émission maximale) 

  1. 
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Figure 3.25  13 avec des 
solutions d'imidaclopride 1 de concentrations variées, irradiées pendant 15 min 

(Excitation à 365 nm). 
 

3.6.4  1 intensité de la 
fluorescence à 408 nm suite à la réaction avec le DAN 13 

 

DAN 13   1 

           408 nm. Comme le montre la figure 

3.26, l'intensité d'émission de fluorescence à 408 nm augmente progressivement avec 

 1 allant de 0,001 mM à 1,00 mM. 

0,9195) sur cet intervalle, qui comprend tout de même trois ordres de grandeur. 

DAN + imidaclopride 1,00 mM 

DAN + imidaclopride 0,8 mM 

DAN + imidaclopride 0,6 mM 

DAN + imidaclopride 0,4 mM 

DAN + imidaclopride 0,2 mM 

DAN + imidaclopride 0.1 mM 

DAN + imidaclopride 0,01 mM 

DAN + imidaclopride 0,001 mM 

DAN 
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Figure 3.26 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec des 
1solutions d'imidaclopride 1 irradiées pendant 15 min à différentes concentrations, 

allant de 0,0010 mM 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 

Cela dit, 00 mM à 1,00 mM représente un domaine de linéarité 

acceptable, avec un coefficient de corrélation R = 0,9714, pouvant donc convenir après 

optimisation,  1. (Figure 3.27) 
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Figure 3.27 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec des 
solutions d'imidaclopride 1 irradiées pendant 15 min à différentes concentrations, 

allant de 0,100 mM à 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 

3.6.5 Analyse fluorimétrique de la détection du clothianidine 2 et du 
thiaméthoxame 3 par le DAN 13 

 
Comme le clothianidine 2 et le thiaméthoxame 3 appartiennent à la même classe 

              1, soit des N-nitroguanidines, on a vérifié si elles 

réagissaient de la même façon avec le DAN 13, de sorte que cette sonde soit en mesure 

de détecter et de quantifier ces deux autres pesticides néonicotinoïdes. À cette fin, des 

solutions de clothianidine 2 et de thiaméthoxame 3, de concentrations allant de 0,0010 

mM à 1,00 mM ont été irradiées pendant 15 min. Elles ont ensuite été traitées avec une 

solution de DAN 13, incubées pendant 10 min                                            

13 
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3.6.6 Relation entre la concentration du clothianidine 2 
fluorescence à 408 nm suite à la réaction avec le DAN 13 

 
Comme le montre la figure 3.28, l'intensité d'émission de fluorescence à 408 nm 

augmente progressivement avec l'augmentation de la concentration du clothianidine 2, 

allant de 0.0010 mM à 1,00 m  1, la relation entre 

concentration n'est pas vraiment linéaire sur cette étendue de trois ordres 

de grandeur. 
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Figure 3.28 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec le 
clothianidine 2 irradiés pendant 15 min à différentes concentrations, allant de 0,0010 

mM à 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 
 
 
 

  1, on observe un domaine de linéarité plutôt 

acceptable (R = 0,9731) 0,100 mM à 1,00 mM pour le clothianidine 

2. 
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Figure 3.29 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec des 
solutions de clothianidine 2 irradiées pendant 15 min à différentes concentrations, 

allant de 0,100 mM à 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 

3.6.7 Relation entre la concentration du thiaméthoxame 3 
fluorescence à 408 nm suite à la réaction avec le DAN 13 

 
L'intensité d'émission de fluorescence à 408 nm augmente progressivement avec 

l'augmentation de la concentration de thiaméthoxame 3, allant de 0,0010 mM à 1,00 

mM. (Figure 3.30) Tout comme avec les deux précédents néonics, la relation entre 

de grandeur. 
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Figure 3.30 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec le 
thiaméthoxame 3 irradiés pendant 15 min à différentes concentrations, allant de 

0,0010 mM à 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 

  1 et le clothianidine 2, on observe un 

domaine de linéarité plutôt acceptable (R = 0,9599) 0,100 

mM à 1,00 mM pour le thiaméthoxame 3. (Figure 3.31) 
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Figure 3.31 Intensité de fluorescence à 408 nm de la réaction du DAN 13 avec des 
solutions du thiaméthoxame 3 irradiées pendant 15 min à différentes concentrations 

allant de 0,100 mM à 1,00 mM (Excitation à 365 nm). 
 

3.6.8 Analyse HPLC-MS de la réaction du DAN 13  1. 
 

Le DAN 13 étant la sonde fluorescente qui a donné les meilleurs résultats, des analyses 

HPLC-MS ont été effectuées es produits de réaction de 

ide 1 pré-irradié avec le DAN 13. 
 
 

interne de 3 mm, longueur de 50 mm, granulométrie de 1,8 µm). La phase mobile était 

constituée à partir des solutions A (eau additionnée de  

           

comme suit : 5% B, pendant 1 minute, allant progressivement sur une durée de 10 

 maintenu ainsi pendant 1 minute. Le 
 

R² 
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m/Z 158.0843 

 

conditions relatives au spectromètre de masse étaient : gamme m/Z 115-1000, 

,  à 100 V. 
 

D'abord, une analyse HPLC-MS de la réactivité du DAN 13 avec des ions nitrites a été 

réalisée afin de repérer le produit issu de la réaction de DAN 13 avec les ions nitrites, 

soit le 2,3-naphthotriazole 15, tel que rapporté par Misko et coll. 

 
En  13 pur a permis, comme on le voit 

à la figure 3.32, de constater que le pic à 5,06 min correspond au DAN 13. Ensuite, on 

 de la solution acide de DAN 

13, avec une solution de nitrite de sodium. (Figure 3.33) On peut conclure que le DAN 

13 a complètement réagi avec les ions nitrites, car  a pas de pic chromatographique 

aux environs de 5 min. De plus, le pic qui apparait à 7,89 min correspond au 2,3- 

naphthotriazole (NAT) 15, qui est le produit attendu de cette réaction. 

 

 

Figure 3.32 Chromatogramme HPLC-MS EIC de la solution de DAN 13. 
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Figure 3.33 Chromatogramme HPLC-MS du mélange réactionnel constitué de la 
solution de DAN 13 avec le NaNO2. 

 

1 pré-irradié avec la solution acide de DAN 13 a permis de confirmer le mécanisme 

réactionnel pressenti.    on a obtenu un chromatogramme (figure 

3.34) similaire à          1 sans le DAN 13 

(Figure 3.5), dans la mesure où  1 

non réagi (tr = 6,07 min) et à ses principaux produits de photolyse à 3,19 min 

(imidaclopride-guanidine 4) et à 5,33 min (imidaclopride-urée 5). Par ailleurs, on voit 

aussi de façon intéressante, un pic supplémentaire à 7,87 min, qui correspond au 2,3- 

naphthotriazole 15 . 

Tous ces composés ont été identifiés par leur masse moléculaire. Ceci confirme que les 

espèces azotées réactives de type ions nitrites, résultant de la photolyse de 

 1, réagissent avec la sonde non fluorescente DAN 13, pour produire le 

NAT 15 . On en conclut que la 

sonde DAN 13 convient au dépistage des néonicotinoides de classe chimique N- 

nitroguanidine. 

m/Z 170,0710 
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Figure 3.34 Chromatogramme HPLC-MS du mélange réactionnel constitué de la 
solution de DAN 13 et de  1 pré-irradié. 

 
3.7 Conclusion partielle 

 
 

  1  
photolyse avec une lampe à décharge au mercure, produit rapidement des dérivés 

dépourvus de la fonctionnalité N-nitroguanidine, tels que rapporté dans la littérature. 

-MS. 

-guanidine 4, de -urée 5 et 

- 

  1  
. Dans le but 

 

molécules ont été investiguées à titre de sondes fluorescentes  12, 

un complexe organocuivre 7, une coumarine conjuguée 11 avec un ester de Hantzsch 

et enfin, le 2,3-diaminonaphthalène (DAN) 13         

es avec les quatre sondes, le DAN 13 

est le composé qui a permis                                 é du signal de 

    1. La démonstration 
 

  1   0,100 à 1,00 mM, 

laisse entrevoir le potentiel de cette méthode dans la  

1. Des résultats tout à fait semblables ont été obtenus lorsque le clothianidine 2 et le 

thiaméthoxame 3, deux néonics possédant la même fonction N-nitroguanidine, ont été 

m/Z 212,0580 m/Z 256,0589 m/Z 211,0739 
m/Z 170,0710 
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mis en présence de DAN 13  
nm est liée à la concentration de néonic soumis à la photolyse. Un domaine de linéarité 

acceptable est aussi observé entre 0,100 mM et 1,00 mM pour ces deux analytes. 

 
Par ailleurs des analyses HPLC-MS ont démontré  13 avec 

   1 pré-irradié, 2,3-naphthotriazole 15, lequel est le 

produit fluorescent attendu et nécessaire dans le présent processus de turn-on de 

fluorescence. 



CONCLUSION 
 

 
 
 
 
 
 
 

  1, le clothianidine 2 et le thiaméthoxame 3 sont les trois pesticides 

néonicotinoïdes les plus utilisés actuellement dans le monde. Leur succès réside dans 

leur nature systémique, dans leur toxicité sélective pour les invertébrés et dans leur 

efficacité contre les insectes nuisibles. Cependant ces pesticides s  
une des causes du déclin des populations de pollinisateurs, notamment les abeilles. 

 
Pour détecter et quantifier ces pesticides, la principale méthode utilisée dans les 

laboratoires modernes est l        HPLC-MS/MS. Cependant, cette méthode 

présente deux inconvénients majeurs, à savoir sa complexité et son cout élevé. Dans ce 

présent projet, f fixé était  
quantifier ces trois pesticides de façon sensible, simplifiée et peu couteuse. 

 
  1, le clothianidine 2 le thiaméthoxame 3 appartiennent à la même 

classe chimique, ayant en commun une fonction N-nitroguanidine. Cette fonction est 

photodégradable et génère des espèces azotées réactives. Les expérimentations décrites 

                      : une 

                er la détection des espèces azotées réactives 

(exemple : des ions nitrites) pour le dépistage indirect des néonicotinoïdes suite à 

leur photolyse. Le développement de la présente méthode  plus précisément 

                         émis par des sondes fluorescentes sélectives 

 réactives et, de façon indirecte, pour 

détecter ces pesticides. 
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Pour cela,  
12, un complexe organocuivre,7 une coumarine modifiée 11 et le 2,3- 

diaminonaphthalène (DAN) 13. 

 

     1  
photolyse avec une lampe au mercure, produit rapidement des dérivés dépourvus de la 

fonctionnalité N-nitroguanidine, tels que rapporté dans la littérature. Cette dégradation 

résulte donc en la formation de dérivés organiques, dont les identités ont été confirmées 

par HPLC-  et autres  

rapporté dans la littérature récente. Dans le but de détecter ces ions nitrites par 

  les quatre molécules déjà mentionnées ont été 

investiguées à titre de sondes fluorescentes. Des quatre sondes, le DAN 13 est le 

composé qui a permis   signal de fluorescence (excitation à 365 nm, 

émission à 408 nm) , 

  imidaclopride 1, que pour le clothianidine 2 et le 

thiaméthoxame 3. Des analyses HPLC-  
du signal fluorescent est dû à la formation du naphthotriazole 15, de façon analogue à 

ce qui avait été rapporté dans le cadre de la détection des ions nitrites via une réaction 

avec le DAN 13, ce qui permet de bien asseoir le mécanisme réactionnel de notre 

méthode. 

 
nécessaire de parvenir à des limites de détection plus basse que 

celles obtenues dans ce mémoire et ce pour pouvoir procéder à des détections sur le 

terrain.                   

échantillons de miel et de pollen. 
 

En dernier lieu on pourrait concevoir un prototype de sonde pouvant être utilisé par les 

apiculteurs. 



ANNEXE A 
 

 
 
 
 

ESSAIS TRIPLICATA DE INTENSITÉ DE FLUORESCENCE À 408 NM 

N 13 MÉLANGÉ AVEC DE L'IMIDACLOPRIDE 1, 

DU CLOTHIANIDINE 2 ET DU THIAMÉTHOXAME 3. 

 
 
 
 
 

Afin de confirmer la reproductibilité de la détection de ces trois molécules par le DAN 

13 des essais triplicata ont été effectués. 
 

La moyenne de ces résultats a été calculé dans le but de réaliser des courbes de linéarité 

fonction de la concentration. 

Concentration Imidaclopride 1 (mol/L) 
 

Essai 1,00E-03 8,00E-04 6,00E-04 4,00E-04 2,00E-04 1,00E-04 1,00E-05 1,00E-06 

1 0,4366 0,3626 0,2659 0,2563 0,1852 0,1462 0,0529 0,0123 

2 0,403 0,337 0,2993 0,2758 0,2154 0,1253 0,0423 0,0179 

3 0,4153 0,3308 0,3126 0,2697 0,205 0,1469 0,0499 0,0175 

Moyenne 0,4183 0,3434 0,2926 0,2673 0,2019 0,1395 0,0483 0,0159 

Écart type 0,01699 0,01685 0,02406 0,00997 0,01534 0,01226 0,00543 0,00311 



100 
 

 
 Concentration Clothianidine 2 (mol/L) 

Essai 1,00E-03 8,00E-04 6,00E-04 4,00E-04 2,00E-04 1,00E-04 

1 0,5237 0,2762 0,3823 0,3131 0,2320 0,2256 

2 0,5513 0,4171 0,3823 0,3026 0,2425 0,2096 

3 0,5399 0,4357 0,4140 0,3123 0,2264 0,2089 

Moyenne 0,5383 0,4264 0,3929 0,3093 0,2337 0,2147 

Écart type 0,01386 0,08722 0,01830 0,00586 0,00814 0,00945 

 
 
 

 Concentration Thiaméthoxame 3 (mol/L) 
Essai 1,00E-03 8,00E-04 6,00E-04 4,00E-04 2,00E-04 1,00E-04 

1 0,4071 0,3569 0,3126 0,2466 0,1965 0,1314 

2 0,3529 0,3257 0,3232 0,2705 0,2099 0,1480 

3 0,3899 0,3523 0,2729 0,0789 0,2185 0,1295 

Moyenne 0,3833 0,3449 0,3029 0,2585 0,2083 0,1363 

Écart type 0,02767 0,01684 0,02653 0,10436 0,01106 0,010174 



101 
 

 

APPENDICE A 
 
 
 

SPECTRE RMN 1H DE 3-(PYRÉN-8-YL)-1-(PYRIDIN-2-YL)PROP-2-ÉN-1-ONE 

(6) 
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APPENDICE B 
 
 
 

SPECTRE RMN 1H DE 7-HYDROXY-4-MÉTHYLCOUMARINE (8) 
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APPENDICE C 
 
 
 

SPECTRE RMN 1H DE 7-MÉTHOXY-4-MÉTHYLCOUMARINE (9) 
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APPENDICE D 
 
 
 

SPECTRE RMN 1H DE 4-FORMYL-7-MÉTHOXYLCOUMARINE (10) 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 

APPENDICE E 
 
 
 

SPECTRE RMN 1H DE 4-(7-MÉTHOXY-2-OXO-2H-CHROMÈN-4-YL)-2,6-DIMÉTHYL- 

1,4-DIHYDROPYRIDINE-3,5-DICARBOXYLATE DE DIMÉTHYLE (11) 
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