GLOSSAIRE

AB : Amine biogene

Ac-Et : Acétate d’éthyle

C. : citrus

C : concentration

CLHP : chromatographie liquide haute performance
DMSO : Diméthyl sulphoxide

DSR : déviation standard relative
DUM : Médians dorsaux non appariés
FD : Détection par fluorescence

I: Intensité de fluorescence

Iy : Signal du solvant unique

UICPA: Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée
LD: Limite de détection

LQ: Limite de quantification

MAO : Monoamine oxydase

MeOH : Méthanol

MS/MS : Spectroscopie de masse

OA : Octopamine

OAR : Récepteur octopamine

OO : Ordonné a I’origine

pH : Potentiel d’hydrogene

PNMT : Phényléthanolamine-N- méthyl- transférase
1* : Coefficient de corrélation

S : La pente de la droite

TA : Tyramine

TBH : Tyramine-B-hydroxylase

UE : Union européenne

UV : Ultraviolet

Vs : Variance d’ajustement

VEp : Variance d’erreur pure

Ve : Variance de régression

Vres : Variance résiduelle
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Aex : Longueur d’onde d’excitation
Aem : Longueur d’onde d’émission
o : L’ecart type du signal

o = écart type du signal I de I’octopamine (n = 6) mesuré pour la méme concentration
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Pour la sécurisation alimentaire face aux exigences croissantes en maticre
d’approvisionnement alimentaire de nombreuses études se sont concentrées sur la présence
d'amines biogeénes (AB) dans les denrées alimentaires et leurs effets néfastes sur 'homme. Les
AB sont formés principalement par décarboxylation microbienne d'acides aminés, par un
processus de fermentation ou en raison d'une contamination microbienne et de mauvaises
conditions d'hygi¢ne ou de stockage. Leur contenu dans les aliments dépend de la teneur en
protéines [1]. Des quantités ¢levées d'AB ne sont pas seulement des marqueurs chimiques
pour les conditions d'hygiene des aliments et des boissons, mais peuvent également donner
lieu a des composés nocifs et cancérigénes [2-4]. Cependant, I’agence américaine des produits
alimentaires et médicamenteux et 1'Union européenne (UE) n'ont jusqu'a présent établi des
limites légales pour l'histamine dans les produits de la péche. Ces organisations officielles
n'ont pas reconnu la toxicit¢ des autres AB. Comme l'histamine, d'autres AB tels que
'octopamine (OA) et la tyramine (TA) pourraient avoir des effets néfastes considérables sur
la sant¢ humaine. D'une part, I'OA et la TA peuvent augmenter la toxicité de 'histamine en
bloquant les systemes enzymatiques qui peuvent cataboliser I'histamine [4]. L'octopamine
(OA), du nom de sa premiere découverte dans la salive de poulpe, est une amine biogene de
base dans le systéme nerveux et connue comme un récepteur béta 3-adrénergique naturel
agoniste. La distribution et la teneur en octopamine jouent un role important dans divers
phénomeénes physiologiques et biologiques [5], tels que le développement de la vie [6], la
sécrétion, le métabolisme [7], la mémoire et les sens [8]. En 2004, 1'octopamine a été interdite
dans toute compétition sportive [9], car ses propriétés stimulantes peuvent réduire 1'immunité
de l'organisme et endommager les organes sensoriels. Ces dernieres années, 1'octopamine, en
tant qu'indicateur visible reflétant la qualité et la sécurité des aliments, a été largement utilisée
pour surveiller la qualité des mati¢res premicres, des produits préliminaires et finis, ainsi que
le processus de fermentation [10].

Beaucoup de méthodes ont été utilis€ées pour analyser 1’octopamine. Parmi ces méthodes, les
méthodes chromatographiques sont principalement les plus développées  pour la
détermination qualitative et la quantification du composé [11-17]. Cependant, ces techniques
sont souvent inappropriées lorsque la quantité d’octopamine a déterminer est tres faible. De ce
fait, des nouvelles méthodes plus sensibles, sélectives et moins colteuses sont désirables.
Nous emploierons la méthode de fluorescence directe pour analyser 1’octopamine, qui est
naturellement fluorescente.

Ce mémoire comporte essentiellement trois parties :
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v’ La premiére partie est consacrée a 1’étude bibliographique de I’octopamine dans laquelle, on
rappelle les caractéristiques des amines biogenes ;

v' Dans la deuxiéme partie, les produits et matériels utilisés y sont présentés ainsi que la
méthodologie de travail;

v’ La troisiéme partie est consacrée a la présentation des résultats expérimentaux suivis de

discussions.
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I. GENERALITES

SUR [’ OCTOPAMINE
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I-1. Présentation de ’octopamine
L’octopamine (OA) est une amine biogeéne présente dans notre alimentation. Elle est issue de

I’hydroxylation enzymatique de la tyramine (Fig. 1).

OH

NH
2 NH,

tyramine B—hydroxylase
—>

HO
HO

Tyramine Octopamine

Figure 1: schéma de formation de 1'octopamine.

La TA lui-méme est le substrat d'une enzyme appelée tyramine-B-hydroxylase (TBH). Il
convertit TA en OA par l'ajout d'un groupe hydroxyle en position . En conséquence, cette
enzyme est présente dans tous les neurones et cellules qui synthétisent 'OA. Comme une
seule enzyme est nécessaire pour produire de I'OA ou de la TA, ils limitent la vitesse. A
'heure actuelle, on ne sait pas si les neurones utilisent a la fois TA et OA comme émetteurs
ou si seulement les neurones contenant de la TA dépourvus de tyramine la tyramine-f3-
hydroxylase liberent TA. Une clarification améliorerait grandement notre compréhension des
aspects fondamentaux de la modulation du systéme nerveux. Récemment, des études
immunohistochimiques (méthode de de protéines dans les cellules) utilisant un
antisérum anti-TA spécifique ont identifié un ensemble de neurones larvaires qui contiennent
de la TA mais pas de I'OA. Ces cellules pourraient étre la principale source de libération de

TA [18].

I-2. Synthése et dégradation de ’octopamine

I-2-1. Synthése chimique

L'octopamine, une monoamine biogénique, est synthétisée dans la plupart des
invertébrés a partir de la tyramine par f-hydroxylation. L'enzyme correspondante de la
drosophile, la tyramine-f-hydroxylase, a été récemment clonée [19]. Elle montre I'homologie
la plus ¢levée a la dopamine- S-hydroxylase des vertébrés, ce qui pourrait refléter les
similitudes des substrats. La tyramine est, par contre, généralement produite par

décarboxylation de l'acide aminé tyrosine. Cette simple synthése en deux étapes semble étre la
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plus abondante. Chez les criquets, une voie de sauvetage est également présente.
L'administration de L-DOPA a des ganglions en culture du criquet migrateur Locusta
Migratori a entrainé l'apparition de m-OA, l'isomere biologiquement actif de 'OA. La L-
DOPA est décarboxylée par la DOPA-décarboxylase en dopamine, qui est déshydratée en
tyramine. Comme pour la biosynthése conventionnelle, la B-hydroxylation de la tyramine est

la voie métabolique normale (Fig. 2) [20].

COOH COOH
m"b tyrosine hydroxylase
on L- Dopa

tyrosine
dopa -
tyrosine decarboxylase
decarboxylase
NH,
NH2 -
dopamine OH
OH dehydroxylase OH
tyramine dopamine
tyramine

B-hydroxylase

ctopamlne

Figure 2: Mécanisme de Synthése de I’octopamine.

I-2-2. Dégradation de I’octopamine

Contrairement a ce schéma simple, la dégradation enzymatique est plus complexe.
L'inactivation de I'arthrose dans les tissus des invertébrés les plus internes est réalisée par les

N-acétyl-transférases (Fig. 3) avec I'OA N-acétylée comme produit de dégradation le plus
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important de 1'OA [21-24]. 1l est en outre traité par des conjugases pour permettre
I'élimination compléete des métabolites de l'arthrose. Une autre fagon d'inactiver I'OA est sa N-
méthylation catalysée par la phényléthanolamine-N-méthyl-transférase (PNMT) [25]. Le
produit est la synéphrine, qui n'est pas adaptée pour agir comme un produit de dégradation.
Elle a une plus grande affinit¢ pour les Récepteurs OA (OAR) que I'OA elle-méme. La
monoamine oxydase (MAQO), qui est la principale enzyme de dégradation des amines
biogénes chez les mammiféres, n'a qu'une importance mineure pour ['élimination
fonctionnelle de 'OA. Les activités de la MAO chez les insectes sont plus ou moins limitées
aux tubules malphigiens [25]. L'activité MAO convertit I'amine en aldéhyde qui est davantage
oxydé en l'acide carboxylique correspondant [25]. Une autre voie d'inactivation de I'OA est la
y-glutamylation de 'OA. Cette voie obscure a été observée dans les yeux et le cerveau du
limule Limulus polyphemus. 11 a été suggéré que le y-glutamyl OA fonctionne comme un

émetteur intercellulaire dans le systéme optique Limulus [26].

OH
OH
NH,
NH— COCH;
>
OH N -acetyl transferase HO
octopamine N-acetyl octopamine
MAO
OH
OH NH—CH;
CHO HO
HO synéphrine
MAO
OH
y
COOH
HO

Figure 3: Dégradation de I’octopamine.
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I-3. La présence de I’octopamine dans les aliments

La plupart des aliments sont riches en protéines. Ces derniéres se transforment en acides
aminés qui donnent les amines biogeénes apres décarboxylation ou hydroxylation dans les
conditions biologiques favorables. Ainsi, I’octopamine peut se trouver et se développer dans
différentes catégories d’aliments :
Les boissons alcoolisées (vin et biére) : la concentration de I’OA est trés faible [27-29] ;
Les légumes (les épinards, les pommes de terre) contiennent des niveaux considérables de
I’octopamine. Comme les fruits, les quantités de monoamine augmentent a mesure que les
feuilles murissent [30] ;
Les sauces de soja : présentent d’une petite quantité d’OA [31] ;
Les sauces de poisson : ’OA est I’un des ingrédients bioactif de la sauce de poisson [32] ;
Les fromages contiennent d’une grande quantité d’OA car ils sont fermentés et souvent
conservés longtemps apres leur fabrication [33] ;
La viande présente d’une faible quantité¢ d’OA [34] ;
Les fruits : contiennent des quantités importantes d’octopamine.
La source végétale avec la plus forte concentration connue de I’octopamine est le citron
(Citrus limon). Une analyse de diverses especes de Citrus a démontré que le jus de citrons
Meyer (C. limon) contenait la plus forte concentration de p-octopamine (16,3 mg.mL'l) [35].
Les jus d'autres espéces de la société, y compris l'orange sucrée (C. Sinensis), le
pamplemousse (C. Paradisi), le pamplemousse (C. Grandis), la mandarine (C. Reticulate) et
la clémentine (C. Clementina) ne contenaient pas de p-octopamine détectable. Il est
intéressant de noter que les oranges douces, clémentines et mandarines de Marrs contiennent
des quantités élevées (78 & 115 mg mL™) de synéphrine, mais pas d'octopamine détectable
[35].
L'orange amere (C. Aurantium) est fréquemment mais désigné a tort comme une source
commune de 1’octopamine. En réalité, la p-octopamine est soit absente, soit présente a I'état

de traces [36].
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I-4. Les fonctions de I’octopamine

I-4.1. Les fonctions physiologiques de I’octopamine

L’OA est une amine biogéne naturel et multifonctionnelle qui joue un rdle clé en tant que
neurotransmetteurs, neurohormone et neuromodulateur dans les systémes invertébrés, avec un
role physiologique analogue a celui de la noradrénaline chez les vertébrés.

Le role neurotransmetteur de ’octopamine

Les neurotransmetteurs sont des messagers chimiques qui transmettent le message entre deux
cellules nerveuses. L'analyse conformationnelle et les spectres vibratoires des
neurotransmetteurs peuvent donner un apercu approfondi de leur comportement chez I'homme
et I'animal. L'OA est I'une des amines biogenes les plus abondantes dans le systéme nerveux
des invertébrés. Elle est synthétisée a partir de 1'acide aminé tyrosine qui est le substrat des
catécholamines dopamine, noradrénaline et adrénaline par décarboxylation pour donner de la
tyramine qui est ensuite hydroxylée en octopamine [37]. L'OA joue un role dans la médiation
de divers comportements, y compris le vol, le glacage, le saut et 1'agression, ainsi que le
sommeil chez les insectes, les araignées et les crustacés. Chez les insectes, 1'octopamine joue
un role majeur dans l'apprentissage et la mémoire. Par exemple, 'OA peut se substituer au
renforcement de l'appétit (récompense) utilis€ dans le conditionnement olfactif chez les
insectes. Le blocage de la signalisation octopaminergique abolit I'apprentissage de 1'appétit, et
l'activation optogénétique des neurones octopaminergiques déclenche I'apprentissage de
'appétit chez les larves de drosophile [38].

le role neurohormonal de I’octopamine

L'OA est une amine biogéne multipotente qui agit également comme une neurohormone, en
particulier chez les insectes. Dans la plupart, elle est considérée comme une hormone
responsable du stress qui est libérée par les organes neurohémaux en période de stress pour
permettre a l'animal de faire face a des situations exigeantes en ¢énergie telles qu'un
comportement de sursaut et un vol a long terme. Des facteurs de stress tels que la chaleur, le
stress mécanique, la famine et une variété de produits chimiques différents entrainent une
augmentation des concentrations d'OA chez les criquets, les blattes et I'abeille mellifere [25].
le role neuromodulateur

Dans le systéme nerveux périphérique, I'OA module l'activité et le métabolisme énergétique
des muscles de vol, des organes périphériques (tels que le corps gras, l'oviducte et les
hémocytes) et presque tous les organes de sens. Des niveaux ¢élevés d'OA, libérés par les

neurones octopaminergiques DUM (médians dorsaux non appariés), ont un double effet sur
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I'état énergétique de l'insecte. Premiérement, la libération de I'hormone adipocinétique des
corps cardiaques est déclenchée par I'OA. Deuxieémement, I'OA a un effet direct sur le corps
adipeux, conduisant a une libération d'acides gras dans I'hémolymphe, synergique avec 1'effet

adipocinétique de I'hormone adipocinétique [39].

I-4.2 Les fonctions biologiques

L’OA semble également jouer un rdle dans le systéme immunitaire des invertébrés,
qui ressemble au systéme immunitaire inné chez l'homme, car sa concentration dans
I'hémolymphe augmente lors d'un défi immunitaire [40]. Cela peut sembler contradictoire
puisque les médiateurs de la réponse au stress peuvent &tre immunosuppresseurs [41].
Néanmoins, chez les vertébrés, une épreuve immunitaire conduit souvent a la libération de
glucocorticoides et de noradrénaline [42].

Plusieurs études démontrent que I’OA est impliquée dans la reproduction de certains insectes
tels que la drosophile (Drosophila melanogaster) et la locuste (Locusta migratoria). Par
exemple, des drosophiles avec une mutation nulle « knock-out» pour le géne Tph montrent
une absence de 1’enzyme TPh responsable de la conversion de la tyramine en OA [19,43].
Cette mutation nulle occasionne par conséquent 1’arrét de la biosynthése de I’OA et ces
drosophiles mutantes « dépourvues d’OA » vivent jusqu’a 1’age adulte sans malformation
morphologique externe majeure [19]. Par contre, ces femelles présentent un phénotype de
stérilit¢ dii a un blocage des ovocytes matures dans les ovaires [19]. Cette absence d’OA
engendre une inhibition de I’expulsion des ovocytes potentiellement liée a une incapacité des

muscles de I’oviducte a se contracter [43].

L.5. La toxicité de I’octopamine

Le role physiopathologique des traces amines, y compris 1’octopamine, a €té préconisé
en association avec la dépression, la maladie de Parkinson, la migraine et d’autres troubles
neurologiques [44]. Cependant, concernant le role et la fonction précise de 1’octopamine, un
changement métabolique peut se produire dans le métabolisme de la 1-tyrosine en association
avec divers troubles neurologiques. D’ailleurs, des taux €levés de la synthése de 1’octopamine
et de la tyramine peuvent entrainer des migraines [45,46]. Il a été suggéré que les taux

plasmatiques de I’octopamine pourraient servir de biomarqueur pour la maladie de Parkinson

Mémoire de Master Il en CPAEA-FST UCAD-Coumba Faye Page 10



précoce [47]. En effet, des productions déficitaires de I’octopamine et de la tyramine ont été
signalées dans les cas de dépression [48]. En outre, des diminutions significatives de
l'excrétion urinaire de I'acide p-hydroxymandélique, le principal métabolite de I’octopamine,
se produisent chez les patients déprimés par rapport aux sujets témoins. Par contre, des
augmentations des concentrations plasmatiques dans des cas de maladie hépatique chronique
et de coma hépatique [49] et d'encéphalopathie hépatique [50]. Les effets neuromodulateurs
de D’octopamine ont également ¢t¢é mis en évidence dans des études animales.
L'administration intracérébroventriculaire de 1’octopamine chez le rat entraine une diminution
de l'activité locomotrice [51]. 1l a également été démontré que l'infusion de 1’octopamine dans
le cerveau du rat entrainait une grave dépression de la fonction neurologique [52]. Des effets
endocriniens ont également été rapportés: la tyramine, la f-phényléthylamine et 'octopamine
peuvent chacune inhiber la sécrétion de prolactine dans les cellules hypophysaires inférieures
cultivées in vitro et in vivo [53]; l'octopamine produit un effet analogue a l'insuline sur la
prise de glucose dans les adipocytes, les muscles squelettiques et le myocarde [54,56]. En
raison du potentiel risque de toxicité cardiovasculaire de 1’octopamine, la Direction des

produits de santé naturels (DPSN) a limité sa dose journali¢re a 30 mg/jour.
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11. PARTIE
EXPERIMENTALE
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I1.1. Instrumentation

Toutes les mesures spectrales ont été effectuées a température ambiante avec un
spectrophotométre de fluorescence modele Varian Cary Eclipse, interfacé avec un ordinateur
et controlé par le logiciel LCwin. Des cuvettes de fluorescence en quartz avec une longueur
de trajet de 1 cm (Labo Moderne, France) ont été utilisées pour les mesures, et une
micropipette Pipetman allant de 20 a 1000 pL (Gilson, France) a été utilisée pour les
dilutions.
I1.2. Produits et solvants utilisés

L'octopamine de qualité analytique (98% m /m) a été acheté chez Cluzeau Info Labo
(Sainte-Foy-la-Grande, France). Des solvants de qualité spectroscopique, comprenant le
DMSO, le méthanol et 1’acétate d’éthyle (Ac-Et), ont été obtenus aupres de Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Allemagne). Des solutions tampons borate de différentes valeurs de pH (4, 7 et

10) ont été achetées chez Cluzeau Info Labo.

I1.3. Les propriétés physicochimiques de I’octopamine

Tableau 1: Propriétés physico-chimiques de 1’octopamine

Propriétés physico-chimiques

Formule brute CgHi1NO,

Masse molaire 189.64g/mol

Solubilité Dans I’eau

Pureté 98%

Nom IUPAC 4-(2-amino-1-
hydroxyéthyl)
phénol

I1.4. Préparation des solutions

Les solutions méres de 1’octopamine (10~ mol L) ont été préparées dans I’eau
distillée (pH=7) apres pesage du produit solide sur une balance. Toutes les solutions étaient
mises a D’abri de la lumicre et conservées dans le réfrigérateur a 6°C afin d’éviter

d’éventuelles transformations photochimiques.
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I1.5. Méthode de mesure analytique

Une quantité de la solution d'octopamine diluée a été mis dans la cuvette en quartz et
les spectres de fluorescence ont été enregistrés. Toutes les mesures analytiques ont été
effectuées dans les mémes conditions de sensibilit¢ (largeur des fentes = 10 nm/10 nm,
excitation/émission et vitesse de balayage (600 nm/min)). L’intensité de fluorescence a été
suivie aux longueurs d'onde maximales d’excitation (Aex) et d’émission (Aen) fixes de
I’octopamine en mesurant le signal de hauteur du spectre. Toutes les mesures de fluorescence
ont été corrigées pour le solvant (fond) avec le signal de 1’espace approprié. Les droites
d’étalonnage, I = f(C), ont été établies a la longueur d’onde d’émission maximale de
I'octopamine. La procédure de mesure répétitive a été employée c'est-a-dire, qu’apres chaque
mesure du signal de fluorescence, nous versons le contenu de la cuve que nous lavons puis

ringons bien, avant de passer a la mesure de la concentration suivante.

I1.6. Méthode de calcul des limites de détection, de quantification et de la déviation

standard relative

Les formules suivantes ont permis de calculer la limite de détection (LD), de quantification
(LQ) et de la déviation standard relative (DSR).
Apres représentation de la fonction Ir = SC, on obtient les formules ci-apres :

3 10
LD:(?J) ) LQz(TG) @) DSR = (%) x100 (3)
I= Tintensit¢ de fluorescence en fonction de la concentration d’octopamine (droite
d’étalonnage) ; S = la pente de la droite d’étalonnage ; C = la concentration de 1’octopamine ;
o = I’écart type du signal Iy (signal du solvant unique); oy = écart type du signal I de

I’octopamine (n = 6) mesuré pour la méme concentration.
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IHI RESULTATS ET
DISCUSSION




III.1. Optimisation des paramétres analytiques

L'octopamine étant naturellement fluorescente dans les différents milieux étudiés. Afin
de choisir un milieu optimisé pour la détermination de la fluorescence de 1'amine biogéne,
nous avons décidé d'étudier l'influence du solvant organique et de l'effet du pH en milieu
aqueux et nous avons développé une procédure analytique quantitative pour valider la

détermination spectrofluorimétrique de I'octopamine.

II1.1.1. Spectres d’excitation et d’émission de ’octopamine en milieu organique

Dans un premier temps, les spectres d’excitation et d’émission de ’octopamine ont été

mesurés dans I’acétate d’éthyle (Ac-Et), le méthanol (MeOH) et le DMSO (Fig. 4).

6004
8 500+
% — \eOH
(&) Ac-Et
9 4001 —— DMSO
5]
S 300-
(]
S 200+
p
2 100+
g
E Ll
200 240 280 320 360 400

Longueur d'onde (nm)
Figure 4: Spectres d’excitation et d’émission de I’octopamine (0,42 pg. mL™) dans divers solvants.
I11.1.2. Effet du pH sur les spectres d’excitation et d’émission
Le pH est un facteur qui affecte fortement le signal de fluorescence des composés

organiques en milieu aqueux [56, 57]. L'influence du pH sur l'intensité de fluorescence de

I'octopamine a été étudiée dans l'eau (Fig. 5).
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Figure 5: Effet du pH sur I’intensité de fluorescence de I’octopamine (0,42 pg.mL™") dans I’eau.

Nous avons constaté une extinction de fluorescence en milieu acide pH < 4. A pH > 4, le
signal augmente progressivement et atteint une valeur maximale a pH 7. Au-dela des valeurs
de pH > 7, il y a une faible diminution du signal qui reste constant jusqu'a pH = 13. Sur la
figure 6, nous avons comparé¢ les spectres d’excitation et d’émission de I’octopamine a pH7

et pH10.
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Figure 6: Spectres d’excitation et d’émission de I’octopamine (0,42 pg.mL") dans ’eau & pH7 et

pH10.

I11.1.3 Effet de solvant sur les spectres d’excitation, d’émission et sur P’intensité de
fluorescence
L'effet de solvant sur les spectres d'excitation et d'émission est d'une importance

particuliére. Le changement d'un solvant entraine la variation de la polarit¢ du milieu
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environnant. Les spectres d'excitation et d'émission de l'octopamine ont été étudiés dans trois
solvants organiques de polarités différentes et dans I'eau & pH 7 et 10. Les caractéristiques
spectrales de fluorescence de I’octopamine sont présentées dans le tableau 2. L’intensité de
fluorescence a été normalisée par rapport au DMSO qui présente le plus faible signal de

fluorescence.

Tableau 2: Effet de solvant sur les propriétés de fluorescence de 1’octopamine.

Molécule Solvant Aex/ Aem (M) * I;°
MeOH 234;277/302 3,03
Octopamine Eau (pH7) 225;273/300 2,21
Eau (pH10) 222;274/300 1,98
Ac-Et 277/300 1,27
DMSO 280/306 1,00

* Longueur d’onde d’excitation et d’émission maximales; " Intensité de fluorescence normalisée

par rapport au DMSO (I; = 1,00).

Dans le méthanol et ’eau (pH7 et pH10), les spectres d’excitation présentent deux
bandes, la premiere dans la zone 222-234 nm et la deuxieme est située dans la zone 273-277
nm (Fig. 4 et 6). Cependant, seule la deuxieme bande est observée dans Ac-Et et le DMSO
(Fig. 4 et 6). Cette différence de comportement entre les deux solvants (Ac-Et et le DMSO) et
les solvants protiques (MeOH et eau) peut étre due a la formation de liaisons d’hydrogénes
entre le soluté et les solvants protiques [58]. Dans ’eau a pH < 4, I’octopamine ne présente
pas de fluorescence.

Dans tous les solvants étudiés, les spectres d'émission montrent une seule bande dans
la gamme 300-306 (Fig. 4 et 6). La bande d'émission présente des variations avec
I'augmentation de la polarité du solvant, le déplacement bathochromique étant de 6 nm dans le
DMSO et de 2 nm dans le MeOH, ce déplacement bathochromique observé avec une polarité
croissante du solvant indique que les transitions impliquées sont de nature n-n*. En outre, ce
déplacement bathochromique est causé par une différence considérable entre les distributions
de charge de 1'é¢tat fondamental et excité résultant en une forte interaction avec le DMSO a
I'état excité [58, 59]. De plus, le déplacement bathochromique dans le DMSO s'explique par le
fait qu’il est un solvant dipolaire aprotique capable de stabiliser I'état excité grace a

l'interaction entre les orbitales de soufre 3d et les groupes acides riches en €lectrons [59].
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L'intensité¢ de fluorescence est beaucoup plus élevée dans les solvants protiques

(MeOH et eau) et plus faible dans le DMSO. Cela peut étre expliqué par une faible interaction

entre le soluté et les solvants polaires protiques, par contre la faible valeur du signal de

fluorescence observée dans le DMSO est due a une forte interaction solvant-soluté [59]

Du point de vue analytique, afin d'optimiser la sensibilit¢ de la méthode de fluorescence

directe pour la détermination de I'octopamine, nous avons décidé de dresser les droites

d'é¢talonnage dans le MeOH et I'eau (pH7 et pH10) qui présentent des valeurs d'intensités plus

¢élevées.

I11.2. Droites d’étalonnage de I’octopamine

Nous avons dressé les courbes d'étalonnage de l'octopamine dans la plage linéaire
comprise entre 0,006-0,7 dans le MeOH, 0,009-1 dans 1I’eau pH7 et 0,015-1,4 dans I’eau
pH10 (Fig. 7).
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Figure 7: Droites d’étalonnage de 1’octopamine dans le MeOH et I’eau (pH7 et pH10).

Des graphiques lin€aires de l'intensité de fluorescence en fonction de la concentration de
'octopamine (Ir = f (C)) ont été obtenus et les paramétres analytiques ont été déterminés et
présentés dans le tableau 3. Une pente de 1413,09 UA mL.ug” a été obtenue dans MeOH,
contre une pente de 915,27 UA mL.ug” dans l'eau a pH7 et 680 UA mL.ug” a pH10, ce qui

montre que la méthode de fluorescence directe est plus sensible dans le MeOH que dans I'eau.
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Tableau 3: Paramétres analytiques des droites d’étalonnage.

Solvant MeOH Eau pH7 Eau pH10
Domaine de linéarité (ug.mL'l) 0,006-0,7 0,009-1 0,015-14
Pente (UA mL.ug™") 1413,09 915,27 680
Ordonné a I’origine (OO) 2,17 16.95 22,11
Déviation standard d’O0O 4,71 9,98 8,18
Valeur de p ( test) 0,29 0,12 0,23
Limite de détection (LD, ng.mL'l) 1,3 2 3.8
Limite de quantification (LQ, ngmL™") 4,2 6,5 12,6
Coefficient de corrélation (r2) 0,999 0,998 0,998
DSR(%) 1,06 1,72 1,16

Le test ¢ a été utilisé pour montrer que les intersections des courbes d'étalonnage n'étaient pas
significativement différentes de zéro (valeur p > 5%) (Tableau 3). Cependant, la linéarité des
courbes d'étalonnage a été¢ évaluée par une analyse de variance. Dans tous les solvants
présentés, la variance de régression (Vreg) est supérieure a la variance résiduelle (Vggs)
(valeur p < 5%), ce qui indique une régression (tableau 4). De plus, aucune
différence significative n'a été trouvée lorsque la variance d'ajustement (V,j) et la variance
d'erreur pure (Vgp) ont été comparées (valeur p> 5%), ce qui indique une bonne qualité du

modéele linéaire.

Tableau 4: Parameétres d'évaluation des fonctions linéaires de la méthode de fluorescence

directe par analyse de variance a un niveau de confiance de 5%.

Solvant Variance MeOH Eau pH7 Eau pH10
VRrEG 2,06x10° 1,94x10° 1,47x10°
ANOVA 1 VREs 2,18x10° 1,82x10° 1,37x10?
Valeur de p 0,00 0,00 0,00
Vas 4,00x10? 2,44x10° 2,20x10?
ANOVA2 Vg 2,34x10° 1,65x10° 1,04 x10*
Valeur de p 0,22 0,51 0,17

VR&E
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G: Variance de régression ; Vgrgs: Variance résiduelle V,;: Variance d’ajustement ; Vip :

Variance d’erreur pure.

Les valeurs des ceefficients de corrélation () sont trés proches de 'unité, ce qui confirme une
bonne linéarit¢ des courbes analytiques. La reproductibilit¢ des mesures, évaluée avec des
solutions d'octopamine fraichement préparées, est satisfaisante, comme l'indique les faibles
valeurs de la déviation standard relative (DSR) comprise entre 1,06 et 1,72% (tableau 3). Les
Limites de détections (LDs) varient significativement avec le solvant, allant de 1,3 a 3,8
ng.mL'1 et les limites de quantification (LQs) sont comprises entre 4,2 et 12,6 ng.mL'1
(tableau 3). Ces faibles valeurs de LDs obtenues, démontre la sensibilité de la méthode de

fluorescence directe.

II1.3. Validation de la méthode de fluorescence

Nos résultats obtenus par la méthode de fluorescence directe présentent plusieurs
avantages analytiques en termes de rapidité, de sensibilité, de sélectivité, de reproductibilité et
de colt, par rapport aux autres méthodes décrites dans la littérature (tableau 5). Il convient de
noter que les valeurs LDs obtenues par notre méthode, sont bien inférieures ou proche de
celles trouvées par plusieurs auteurs (tableau 5). Les méthodes d’analyse et de quantification
de I’octopamine trouvées dans la littérature sont, pour la plupart, basées sur les techniques
chromatographiques (CLHP). La CLHP, couplée a divers systémes de détection, a largement
été utilisée pour la détermination de 1’octopamine dans différentes matrices alimentaires. Elle
est souvent couplée a des techniques de détection telles que la fluorescence, la

spectrophotométrie, la spectrométrie de masse etc (tableau 5).
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Tableau 5: Détermination de I’octopamine par les méthodes de la littérature obtenues dans

diverses matrices alimentaires par CLHP.

Méthode Matrice LD (ng.mL™) LQ (ng.mL™) Réf.
CLHP Orange amere 690 2090 [11]
CLHP-MS/MS  Urine 1,7 5,8 [12]
CLHP/UV Fruits 100 900 [13]
CLHP/UV Orange amere 1,2 3,4 [14]
CLHP/FD Orange amere 3,5 10,5 [14]
CLHP Citron 5 9,8 [15]
CLHP Fruits 0,92-4,6 3,07-14,6 [16]

On peut également noter que les méthodes chromatographiques nécessitent des appareils
colteux et beaucoup de solvants organiques. Ces différentes observations montrent que la
méthode de fluorescence directe est simple, sensible, sélective, reproductible et peu coliteuse
par rapport a certaines méthodes trouvées dans la littérature (tableau 5). L'intérét principal de

notre méthode est qu'elle serait adaptée a I'analyse de 1'octopamine dans les fruits.
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CONCLUSION
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L’octopamine dans sa généralité¢ est une amine biogéne présente dans les aliments et
de facon fréquente dans les invertébrés. Cette amine biogene joue des roles trés importantes
dans I’organisme a de faibles concentrations. Cependant a de fortes concentrations, les effets
pathologiques apparaissent sous forme de migraine, la dépression, la maladie de parkinson
etc.

Ainsi ces effets toxicologiques, nous ont poussés a mettre en exergue dans ce travail, une
méthode simple, rapide et sensible basée sur la fluorescence directe pour I’analyse de
I’octopamine dans les aliments. Les résultats obtenus montrent que la méthode est trés
prometteuse.

En effet les caractéristiques spectrales de fluorescence de I’octopamine enregistrées dans les
différents milieux tels que 1’eau, le méthanol, I’acétate d’éthyle et le DMSO sont aisément
déterminées. L’ optimisation des conditions analytiques a montré qu’il fallait travailler avec un
pH égal a 7 et 10.

Nous avons évalué ainsi les performances analytiques a partir de 1’établissement des
droites d’étalonnages dans 1’eau a (pH 7 et 10) et dans le méthanol. La bonne qualité du
modele linéaire des courbes d’étalonnage (précision) est validée par une calcule de variance.
Les faibles limites de détections obtenues montrent que la méthode de fluorescence directe est
trés sensible et la déviation standard relative est inférieur a 5% atteste la reproductibilité de la
méthode d’analyse.

Ainsi, I’application de notre méthode a considérablement augmenté les performances
analytiques et la rapidit¢ comparée a celle trouvée dans la littérature pour 1’analyse de
I’octopamine.

Toutefois, pour la validation de notre méthode d’analyse de 1’octopamine, nous nous

proposons de I’appliquer a certains échantillons tels que les fruits, les 1égumes.

Rapport- gratuit.com @
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Titre : Développement d’une méthode de fluorescence

directe pour I’analyse de 1’octopamine dans les aliments

Résume:

Ce travail a ¢t¢ mené dans le but de contribuer a la
détermination des amines biogeénes dans les matrices
alimentaires (fruits et Iégumes). Nous avons entrepris une
¢tude sur l’octopamine par la fluorescence directe.
L’influence des facteurs pouvant affecter le signal de
fluorescence a été étudi¢e. Les coefficients de corrélation
obtenus a partir des droites d’¢talonnage sont proches de
I’unité. Les limites de détection (LD), et les limites de
quantification (LQ) sont trés basses, ce qui montre la
sensibilit¢ de la méthode. La déviation standard relative
(DSR) inférieur a 5% atteste la reproductibilité de la
méthode développée.

Mot clés : Fluorescence ; Amine biogene ; Octopamine,

Fruits, Légumes.



